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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

In allen Organismen fungieren Enzyme als Biokatalysatoren, welche die erforderliche Aktivie-
rungsenergie chemischer Reaktionen drastisch herabsetzen, wodurch diese unter milden Kon-
ditionen, d. h. unter den in lebenden Zellen herrschenden Bedingungen, schneller ablaufen kon-
nen. Enzyme weisen im Gegensatz zu chemischen Katalysatoren eine hohere Substrat- und Re-
aktionsspezifizitét auf, bei der hohere Ausbeuten mit einem Enantiomeriiberschuss erzielt wer-
den konnen. Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften sind Enzyme, auch fiir diverse indust-
rielle Anwendungen, dul3erst attraktiv. Insbesondere in der Biomedizin, Pharma- und Lebens-
mittelindustrie kommt der Einsatz dieser Biokatalysatoren in den letzten Jahren vermehrt zum
Einsatz. Allerdings ist ihr Gebrauch fiir industrielle Prozesse mit hohen Produktionskosten ver-
kniipft. AuBBerdem ist die Stabilitit des Enzyms vor allem hinsichtlich ldngerer Zeitspannen in
den Reaktoren limitiert. Um die Nachhaltigkeit der Enzyme zu optimieren, werden mittels Pro-
tein engineering und Immobilisierungstechniken sowie durch die Verwendung von chemischen
Additiven und Anderung physikalischer Parameter Enzymreaktionen erforscht. Des Weiteren
kann mithilfe dieser Werkzeuge die katalytische Effizienz verbessert werden. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurde der Einfluss des Drucks, der Temperatur, verschiedener Cosolventien und
makromolekularer Crowder auf die Stabilitdt und Aktivitit ausgewihlter Enzymsysteme unter-
sucht. Bei Anwendung des hydrostatischen Drucks werden Reaktionsgeschwindigkeiten ent-
weder erhoht oder verlangsamt. Des Weiteren konnen bei bestimmten Driicken Proteine auch
partiell entfalten, welche mit einem Aktivititsverlust einhergehen kann. Cosolventien, wie z.
B. Trimethylamin-N-oxid, welche hiufig in hoher Konzentration in Zellen von Tiefseeorganis-
men vorliegen, sind in der Lage, schiddliche Umwelteinfliisse auf biomolekulare Systeme zu
kompensieren, und zudem, wie bereits in einigen Studien gezeigt wurde, die Stabilitit von Pro-
teinen zu verbessern. Mithilfe der Hochdruck-Stopped-Flow-Messungen wurden die enzyma-
tischen Untersuchungen durchgefiihrt, wohingegen die Analyse der Stabilitdt der Sekun-
darstruktur mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie erfolgte.

Anhand der erhaltenen Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass bei den untersuchten En-
zymsystemen die Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmendem Druck um ein Vielfaches be-
schleunigt wird. Die Beschleunigung der Reaktion unter Druck kommt durch das negative Ak-
tivierungsvolumen zustande. Hierbei ist der Ubergangszustand kompakter als der Enzym-Sub-

strat-Komplex. Die dabei ermittelten molaren Volumenédnderungen entsprechen ungefahr den
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GroBenordnungen eines Wassermolekiils. Der Einfluss des Drucks auf die MICHAELIS-Kon-
stante wirkte sich, je nach Enzym, positiv oder negativ auf die Affinitdt zum Substrat aus. Be-
ziiglich der Wechselzahl konnte fast ausnahmslos eine Erh6hung ihres Wertes mit zunehmen-
den Druck erreicht werden. Damit konnte bei allen untersuchten enzymkatalysierten Reaktio-
nen ein Anstieg der katalytischen Effizienz bei hoheren Driicken beobachtet werden. AuBBerdem
konnte gezeigt werden, dass Crowder-Molekiile und Cosolventien unterschiedliche Auswir-
kungen auf die enzymatische Aktivitdt haben und diese hauptsichlich auf direkte und indirekte
Wechselwirkungen des Cosolutes mit dem Substrat, Protein oder Losungsmittel zuriickgefiihrt
werden konnen. Als hilfreich konnen sich, wie an einem Beispiel gezeigt wurde, Modellie-
rungsansitze wie perturbed-chain statistical associating fluid theory erweisen, um den Einfluss
der Cosolute auf die MICHAELIS-Konstante quantitativ zu prognostizieren. Jedoch ist die Auf-
klarung des Reaktionsmechanismus auf atomarer Ebene in komplexen Lésungsmittelgemi-
schen sowie das Erzielen der bestmdglichen Leistung eines Enzym im Mulitparameterraum,
die fiir industrielle Prozesse von groflem Interesse sind, noch weitgehend liickenhaft. Nichts-
destotrotz dienen die Forschungsergebnisse an solch einfachen Modellen dazu, Enzymkineti-
ken schrittweise zu entschliisseln.

Zusitzlich ist es auch von enormer Bedeutung, neben der Aktivitét die Stabilitéit eines Enzyms
im Mulitparameterraum zu untersuchen. Exemplarisch konnte beim GroEL/GroES-System
eine bemerkenswerte Temperaturstabilitdt ermittelt werden, die durch kompatible Cosolventien
wie TMAO noch leicht erh6ht werden konnte. Hinsichtlich der Druckstabilitit konnte fiir den
Komplex eine druckinduzierte Dissoziation bei niedrigen Driicken im niedrigen kbar-Bereich
beobachtet werden. Die Zugabe chemischer Additive ergab, dass diese sich entweder positiv
(TMAO) oder negativ (Harnstoff) auf die Druck- und Temperaturstabilitdt der Sekundérstruk-
tur auswirken konnen. Anhand der untersuchten Enzymsysteme konnte gezeigt werden, dass
die Funktionalitdt und Stabilitdt unter extremen Umweltbedingungen weiterhin gewéhrleistet
ist oder sogar noch optimiert werden konnte. Diese Erkenntnisse konnten zukiinftig fiir indust-
rielle Prozesse von Nutzen sein. Anhand der Ergebnisse konnen auch teilweise Riickschliisse
auf die Lebensfdhigkeit einiger Mikroorganismen erhalten werden. Da das Leben auf der Erde
sich im Laufe der Geschichte vielfdltig, wahrscheinlich urspriinglich in den Tiefen des Uroze-
ans bei hohen Driicken, entwickelt hat und selbst heutzutage noch in vielen 6kologischen Ni-
schen vorzufinden ist, bei denen Organismen extremen Umweltfaktoren ausgesetzt sind, kann
gemutmalit werden, dass auch auBerhalb der Erde Leben mdglich sein konnte, auch wenn die

Voraussetzungen andere sind.
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Abstract

In organisms, enzymes act as biocatalysts that drastically reduce the required activation energy
of chemical reactions, which allows them to proceed more rapidly under mild conditions, i.e.
under the conditions prevailing in living cells. In contrast to chemical catalysts, enzymes have
a higher substrate specificity and specificity of action, where higher yields can be achieved with
an excess of enantiomers. Due to these special properties, enzymes are also extremely attractive
for various industrial applications. Especially in the biomedical, pharmaceutical and food in-
dustries, the use of these biocatalysts has increased in recent years. However, the applicability
of enzymes to biotechnology is often limited by high production costs and low enzyme stability
of the enzyme over industrial timescales. In order to optimize the sustainability of the enzymes,
enzyme reactions are investigated by means of protein engineering, immobilization techniques,
use of chemical additives and application of physical parameters. These tools can also be used
to improve catalytic efficiency. In this work, the influence of pressure, temperature, cosolvents
and macromolecular crowders on the stability and activity of selected enzyme systems was
investigated. When hydrostatic pressure is applied, reaction rates are either increased or de-
creased, and proteins partially unfolded at certain pressures, which can be accompanied by a
loss of activity. Cosolvents, such as Trimethylamine-N-oxide, which are often present in high
concentrations in the cells of deep-sea organisms, are able to compensate for harmful environ-
mental stresses on biomolecular systems, as has already been shown in several studies. The
enzymatic investigations were carried out using a high pressure stopped-flow instrument,
whereas the analysis of the stability of the secondary structure was carried out using FTIR spec-
troscopy.

Based on the obtained results, it was found that in the enzyme systems investigated, the reaction
rate was accelerated many times with increasing pressure. The acceleration of the reaction un-
der pressure results from a negative activation volume, where the transition state is more com-
pact than the enzyme-substrate complex. The volume changes determined correspond approx-
imately to the size of one water molecule. The influence of pressure on the Michaelis constant
impacted the affinity to the substrate both positively and negatively, whereas the turnover num-
ber was increased with increasing pressure, almost without exception. Consequently, an in-
crease in catalytic efficiency at higher pressures was observed in all investigated enzyme-cata-
lyzed reactions. Furthermore, it was shown that crowder molecules and cosolvents have varied
effects on the enzymatic activity, which can mainly be attributed to direct and indirect interac-

tions of the cosolute with the substrate, protein or solvent.
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As shown in one example, modeling approaches such as perturbed-chain statistical associating
fluid theory can be very helpful to quantitatively predict the influence of the cosolute on the
Michaelis constant. However, the elucidation of the reaction mechanism at the atomic level in
complex solvent mixtures in the multiparameter space, and the achievement of the best possible
performance of an enzyme, which are of great interest for industrial processes, is still largely
beyond the reach of computation. Nevertheless, results based on such simple models help to
decipher and optimize enzyme kinetics step by step.

In addition to the activity, it is also of enormous importance to investigate the stability of an
enzyme in the multiparameter space. As an example, the GroEL/GroES system shows a re-
markable temperature stability, which could be slightly increased by compatible cosolvents
such as TMAO. With regard to pressure stability, pressure-induced dissociation at low pres-
sures in the kbar-range was observed for the complex, which was also typically observed for
other oligomeric enzymes. The addition of chemical additives revealed that these can have ei-
ther a positive or a negative effect on the pressure and temperature stability of the secondary
structure.

Based on the enzyme systems investigated, it was shown that the functionality and stability
under extreme environmental conditions is still guaranteed or could even be improved. These
findings could be useful for industrial processes in the future.

The results can also be used to make partial conclusions about the viability of some organisms.
Since life on Earth has developed in many ways throughout history, probably originally in the
depths of the primordial ocean at high pressures, and even today can still be found in many
ecological niches where organisms are exposed to extreme environmental factors, it can be
assumed that life could also be possible outside the Earth, even if the conditions for life are

different.



Einleitung
1.1 Katalysereaktionen

1. Einleitung

1.1 Katalysereaktionen

Jedes Lebewesen weist ein breites Spektrum an biochemischen Reaktionen auf, die durch eine
Reihe biologischer Katalysatoren vermittelt werden. Katalysatoren, die Reaktionen stark be-
schleunigen, indem sie einen alternativen Reaktionsweg mit einer abgesenkten Energiebarriere
ermdglichen, werden als Enzyme bezeichnet. Im Vergleich zu entsprechenden chemischen Ka-
talysatoren erhohen Enzyme die Reaktionsgeschwindigkeit, mit der ein Substrat in das jewei-
lige Produkt umgewandelt wird, um einige Gro3enordnungen. Ein weiterer wesentlicher Vor-
teil der Enzyme ist die grofere Substratspezifitdt, die mit einer hdheren Ausbeute verbunden
ist. Somit wiirde ohne diese Katalysatoren oder ihre bemerkenswerten charakteristischen Ei-
genschaften das Leben auf der Erde in der jetzigen Form hochstwahrscheinlich nicht existie-
ren.[!2]

Aufgrund der Vielzahl biochemischer Katalysatoren wurde eine systematische Klassifizierung
und Nomenklatur eingefiihrt, die hinsichtlich des Reaktionstyps in Oxidoreduktasen, Transfera-
sen, Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und Ligasen gewihlt worden ist.[*! Fiir einen Teil der
Reaktionsklassen werden jedoch zusitzlich zu dem Enzym weitere Molekiile benotigt, die fiir
den Umwandlungsprozess essentiell sind. Diese sogenannten Cofaktoren konnen beispiels-
weise Metallionen oder organische Coenzyme (u. a. NADH, Coenzym A, ATP) sein, welche
mit dem Enzym interagieren und wéhrend der Reaktion chemisch verdndert werden. Um den
Reaktionszyklus aufrechtzuerhalten, werden die Cofaktoren mittels anderer Enzyme regene-
riert.?] Meist fungieren Cofaktoren als Elektronendonatoren- und akzeptoren in Redoxreaktio-
nen oder als Donor oder Akzeptor in Transferprozessen von Atomen oder Atomgruppen.!!-?!
In den letzten Jahrzehnten hat ein Kurswechsel von der herkdmmlichen klassischen Industrie
(Synthesereaktionen) zur Enzymindustrie stattgefunden, die durch die Entwicklung der moder-
nen Biotechnologie zu erkliren ist.[*>! Angesichts der genannten Enzymcharakteristika ist es
auch wenig iiberraschend, dass Biokatalysatoren heutzutage in vielen industriellen Sektoren,
wie z. B. der Lebensmittel-, Pharma-, Landwirtschafts- und Kosmetikindustrie, eine besondere

3461 Enzyme sind unter anderem entscheidend fiir die Késeherstel-

Rolle eingenommen haben.|
lung, das Bierbrauen, das Brotbacken, die Fruchtsaftgewinnung und das Gerben von Leder.[*!
Aus 6konomischer Sicht hat sich der Einsatz hocheffizienter Biokatalysatoren besonders profi-
tabel erwiesen, da Reaktionen unter milderen Reaktionsbedingungen kontrolliert und beschleu-

nigt werden konnen, um schnell und gezielt ein qualitativ hochwertiges Endprodukt zu erhalten.
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Auch konnen durch den Einsatz von Enzymen die Produktionskosten, zum Beispiel im Bereich
des Energiebedarfs, das Abfallaufkommen sowie die Umwelt- und physiologische Toxizitit
gesenkt werden.>>1 Um eine Anwendung und wirtschaftliche Wettbewerbsfihigkeit in weiteren
Industriezweigen zu gewéhrleisten, miissen Aspekte wie die chemische sowie thermische Sta-
bilitdt und Langzeitstabilitit des Enzyms ebenso wie die Kostenreduktion der Enzymproduk-
tion aus natiirlichen Bakterienstimmen optimiert werden.[>®! Daher werden heutzutage im in-
dustriellen Maf3stab stabilere und robustere Biokatalysatoren erforscht. Mithilfe neuster Tech-
nologien, wie dem Protein engineering, insbesondere der gerichteten Evolution, wurde die Ent-
wicklung industrieller Enzyme dahingehend weiter revolutioniert.[*> Basierend auf einer zu-
fallsbasierten Mutagenese und der nachfolgenden Selektion konnen so mal3geschneiderte En-
zyme mit verbesserten Fihigkeiten entwickelt werden.[>* Die Expression groBerer Mengen an
Enzymen erfolgt dabei meist mittels mikrobieller Quellen (z. B. Saccharomyces cerevisae, E-
scherichia coli).’!

Der hohe Verbrauch von Cofaktoren, wie NADH oder NADPH, in industriellen Enzymsyste-
men zur Herstellung chiraler Alkohole ist mit hohen Kosten (> US$ 12000/kg) verbunden.!”]
NAD"-abhiingige Dehydrogenasen besitzen die Fihigkeit, diese Cofaktoren zu recyclen.® Ein
Projekt in dieser Arbeit befasst sich daher mit der Formiatdehydrogenase (FDH) (Kapitel 8),
welche die Oxidation eines Formiat-Anions zu Kohlendioxid mit gleichzeitiger Reduktion von
NAD" zu NADH Kkatalysiert und eines der geeignetsten sowie einfachsten Enzymmodelle zur
Untersuchung des Hydridionentransfers darstellt. Zu der wichtigsten industriellen Anwendung
von FDHs neben der Nicotinamidadenindinukleotid-Regenerierung zdhlt die Kohlenstoffdi-
oxid-Fixierung.>-1!

Ferner konnen enzymatische Reaktionen tiber externe Einfliisse, wie Druck, Temperatur, pH-
Wert oder chemische Substanzen, beeinflusst werden, welche z. B. die Stabilitdt und Aktivitét
des Proteins verdndern konnen. Der Parameter Druck in Kombination mit Biokatalysatoren hat
sich in der Industrie im 21. Jahrhundert als besonders niitzlich erwiesen, um beispielsweise
organische und anorganische Synthesen zu optimieren sowie Lebensmittel durch Abtétung von
pathogenen Mikroorganismen und Hefe zu konservieren.

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde das HABER-BOSCH-Verfahren entwickelt, welches eines
der ersten chemischen Prozesse in der Industrie darstellt, in dem Driicke von etwa 200 bar zur
Ammoniaksynthese eingesetzt wurden.['?l Der Einsatz von hohen Driicken in anderen industri-

ellen Prozessen (Diamantensynthese, Herstellung von Polyethylenen mit niedriger Dichte) war
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zur damaligen Zeit ein Sonderfall.!'?! Chemische Prozesse wurden zum GroBteil unter normalen
physikalischen Bedingungen (25 °C, 1 atm) durchgefiihrt.

Wissenschaftliche Arbeiten {iber das Verhalten von Enzymen unter Druck wurden von Pionie-
ren wie EDDIE MORILD und HENRY EYRING erstmalig verdffentlicht.['>!¥] Darin wurde veran-
schaulicht, dass es moglich ist, detaillierte Einblicke in die Reaktionsmechanismen in Abhén-
gigkeit des Drucks zu erhalten. Hierbei konnen Volumenédnderungen ermittelt werden, die das
Erstellen von Reaktionsvolumenprofilen erlaubt, wie beispielweise in Abbildung 1-1 grafisch
gezeigt. Derartige Erkenntnisse konnen fiir die Kontrolle und Optimierung chemischer Prozesse

von Nutzen sein kénnen.

druckinduzierte druckinduzierte
Verlangsamung Beschleunigung
der Reaktion der Reaktion
ES”

Volumen

ES”

Reaktionsverlauf

Vereinfachte Darstellung der Volumendnderung einer hypothetischen enzymatischen
Reaktion, bei der der Enzym-Substrat-Komplex (ES) in das freie Enzym (E) und Produkt (P) umgewan-
delt wird. Weist der Ubergangszustand (ES#) ein groBeres Volumen als der Enzym-Substrat-Komplex
auf, ist das Aktivierungsvolumen AV# positiv und die enzymatische Reaktion wird bei Druckeinwir-
kung verlangsamt. Bei einem negativen Aktivierungsvolumen wird die Reaktionskinetik beschleunigt,
da der Ubergangszustand ein kleineres Volumen als der Enzym-Substrat-Komplex besitzt und somit die
Reaktion unter Druck favorisiert ist.

Es gibt jedoch verschiedene Faktoren, die die Leistung des Enzyms unter hohem hydrostati-
schen Druck beeintridchtigen konnen. Einerseits konnen Enzyme unter Anwendung des Drucks
entfalten, da der entfaltete Zustand gegeniiber dem nativen Zustand, gemaB3 dem Prinzip von

¢ 115,16

LE-CHATELIER, aufgrund des kleineren Volumens favorisiert is | Die Druckentfaltung
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bzw. druckinduzierte Konformationsdnderung kann zu einem Funktionsverlust des Enzyms o-
der einer drastischen Reduktion der Enzymaktivitit fithren.!!”! Des Weiteren wurden bei oligo-
meren Enzymen unter moderaten Driicken (< 3000 bar) Dissoziationsprozesse beobachtet, '8!
die die Aktivitit des Enzyms drastisch einschrinken konnen. Allerdings zeigten eine Reihe
verschiedener biophysikalischer Studien auch, dass hohe Driicke zur Verbesserung der Stabili-
tit oder Erhohung der Aktivitit von Enzymen beitragen kénnen.[!”!

Auch fiir die Flora und Fauna haben die oben genannten Umweltfaktoren eine entscheidende
Relevanz, da die Aufrechterhaltung der Stoffwechselaktivitit und Lebensfdhigkeit der Orga-
nismen meist nur in einem begrenzten Parameterraum mdoglich ist. Ublicherweise wird in der
allgemeinen Biochemie suggeriert, dass normale physikalische Bedingungen, d. h. neutraler
pH-Wert, Raumtemperatur, atmosphérischer Druck und aerobe Bedingungen in der gesamten

[20) Ein genauerer Blick auf den Planeten Erde zeigt jedoch, dass

Biosphidre die Norm bilden.
der groB3te Teil des Biotops mit Wasser bedeckt ist und auch Temperaturen nahe oder unter dem
Gefrierpunkt, Driicke bis zu 1100 bar und hohe Salzkonzentrationen vorherrschen koénnen.
Viele Tiefseeorganismen und Mikroorganismen trotzen diesen Gegebenheiten und sind in der
Lage, unter diesen harschen Umweltbedingungen zu wachsen sowie sich zu reproduzieren.2%-?!]
Allerdings stellt sich hierbei die Frage, wie sich extremophile Organismen diesen Umweltbin-
dungen anpassen konnten und welche Auswirkungen extreme Bedingungen auf Organismen
ausiiben, die sie nicht tolerieren konnen. Zwei wesentliche Anpassungen gewéhrleisten die
Funktion der Proteine unter erschwerten Umweltfaktoren auch weiterhin: Einerseits die intrin-
sische Anpassungen, bei denen sich Proteine {iber Verédnderungen der Aminosduresequenzen
evolutiondr entwickelt haben und welche die Stabilitdt, die Flexibilitdt und die Funktionalitét
in einem kleinen fiir den Organismus aber existenziellen Lebensraum sicherstellen. Anderer-
seits die extrinsischen Anpassungen, bei denen andere Molekiile in Zellen die Aktivitit und
Stabilitit von Proteinen aufrechterhalten.!?? Diese Klassen von niedermolekularen Verbin-
dungen werden auch als Osmolyte (u. a. Piezolyte) bezeichnet, die in hohen Konzentrationen
in den Zellen vorliegen, um den osmotischen Wasserverlust zu minimieren.?>*¥ Zu diesen na-
tiirlich vorkommenden Osmolyten zéhlen Polyole, Kohlenhydrate, Methylamine, Aminosdure-
derivate und Harnstoff.”?! Das marine osmolytische Trimethylamin-N-oxid (TMAO) gilt dafiir
als Paradebeispiel und besitzt eine Reihe von Eigenschaften, die den Umweltbedingungen ent-
gegensteuert. TMAO strukturiert die Wasserschicht starker und ist ferner vom Proteinriickgrat
ausgeschlossen, wodurch die Proteinfaltung bzw. die Stabilitit begiinstigt wird.[>?%1 AuBer-

dem wirkt der Osmolyt dem destabilisierenden Effekten von Harnstoff, Druck und Temperatur
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entgegen.!”>?% Hierzu wurde die Wirkung zweier verschiedener natiirlich vorkommender Os-
molytmischungen auf die Aktivitit von a-Chymotrypsin in Abhdngigkeit des Drucks (Kapitel
3) untersucht.

Zusitzlich zu den Osmolyten ist das Innere der Zellen mit einer Vielzahl verschiedener l6slicher
Metaboliten und Makromolekiilen (Proteine, Nukleinsduren, Oligosaccharide) gefiillt, die ein
hohes Gesamtvolumen im Cytosol (typischerweise 30 Vol.-%) ausmachen.[*”-?] Hierbei liegt
jedoch keine einzelne makromolekulare Spezies in hoher Konzentration vor. Jedes einzelne
dieser gelosten Makromolekiile kann die Mobilitdt, Stabilitdt und Assoziationseigenschaft so-
wie Konformationsgleichgewichte, Transportprozesse und Reaktionsgeschwindigkeiten von

27.29.391 Bis zum heutigen Tag stellen Experimente zur Kinetik, in

Biomolekiilen beeinflussen.
der die intrazelluldire Umgebung nachgeahmt wird, eine Ausnahme dar und werden in in vitro
Studien weitgehend vernachlissigt. Um den Einfluss des makromolekularen Crowdings in vitro
zu entschliisseln, werden haufig synthetische Polymere, wie z. B. Dextran, Ficoll oder Po-
lyethylenglykol, und leicht verfiigbare Proteine (u. a. Chymotrypsin, Albumin, Lysozym) zur
Nachahmung der intrazelluliren Dichte der Crowding-Molekiile eingesetzt.[*!-*?1 Kapitel 9 re-
prasentiert solch eine Studie und gibt einen Einblick in das Zusammenspiel der Effekte von
synthetischen Polymeren, Cosolventien und Druck bei einer katalysierten Reaktion von a-Chy-
motrypsin.

In zahlreichen biophysikalischen Studien konnte gezeigt werden, dass der Verdrangungseffekt
durch Makromolekiile nicht nur auf einen einzigen Mechanismus zuriickgefiihrt werden kann.
Im Allgemeinen werden die Wechselwirkungen zwischen einem Biomolekiil und einem mak-
romolekularen Crowder in enthalpische und entropische Beitriige unterteilt.*?! Zu den entropi-
schen Beitragen werden hauptsédchlich die sterischen AbstoBungen zwischen den Molekiilen
gezihlt, die ALLEN MINTON im Jahre 1981 als excluded volume Effekt beschrieb**!, welcher in
Abbildung 1-2 schematisch dargestellt ist. Zusétzlich zum Volumen, welches vom Crowder-
Molekiil eingenommen wird, hingt der excluded volume Effekt auch der Grofle, Form und Kon-
zentration des geldsten Molekiils ab.*!) Der enthalpische Effekt beinhaltet die chemischen
Wechselwirkungen zwischen dem Biomolekiil und dem makromolekularen Crowder, die so-
wohl attraktiv als auch repulsiv sein konnen. Attraktive, elektrostatische Interaktionen sowie
hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen bewirken fiir gewohnlich
eine Bevorzugung des entfalteten Zustandes mit einer maximal ldsungsmittelzugéinglichen

Oberfliche (solvent accessible surface area, SASA),*! wihrend repulsive Wechselwirkungen
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die stabilisierende Wirkung des excluded volume Effekts verstirken und somit einen stabilisie-

renden Effekt auf den gefalteten Zustand haben.**]

a) P b)

Abbildung 1-2: Schematisch illustriertes Konzept des excluded volume Effekts. Die makromolekularen
Crowder (hier als ungeordnete Strukturen in violett gezeichnet) nehmen im Zellinneren (blau) typischer-
weise ~ 30 Vol.-% des verfliigbaren Gesamtvolumens ein. a) Kleinere Molekiile (orange) konnen in ei-
ner makromolekularen Umgebung fast 70 Vol.-% des verbleibenden Gesamtvolumens einnehmen.
b) Bei groBeren Molekiilen, dhnlich der Grofe eines Crowder-Molekiils, ist das verfiigbare Volumen
jedoch deutlich kleiner und weniger Zwischenrdume stehen zur Verfiigung, da die bereits gelosten Mo-
lekiile einen betrdchtlichen Raum einnehmen. Das ausgeschlossene Volumen ist hier in rot gekennzeich-
net und entspricht in der GréBe dem Radius des orangenen Molekiils (modifiziert aus Quelle%)).

In Anwesenheit makromolekularer Crowder-Molekiile ist ein weiterer, nicht zu vernachlassi-
gender Faktor die resultierende erhohte Losungsmittelviskositdt, die einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Reaktionskinetik biologischer Prozesse hat. Im Falle einer diffusionskontrollierten
Reaktion nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit aufgrund von Kollisionen mit den Crowder-
Molekiilen sowie gegenseitigen Wechselwirkungen ab.*”% Im reaktionskontrollierten Fall
hingegen erhohen die makromolekularen Crowder die effektive Konzentration und senken die

Energiebarriere, wenn der Ubergangszustand kompakter als der Grundzustand ist.*!
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1.2 Proteinstabilitét

Eine weitere in dieser Arbeit untersuchte, wichtige Thematik ist der Entfaltungsprozess von
Proteinen unter extremen Bedingungen. Die Denaturierung beschreibt den Vorgang der Entfal-
tung aus einer raumlich stabilen Anordnung des Proteins und kann einerseits durch chemische
Einfliisse (pH-Wert, chemische Additive, lonenstirke) sowie andererseits durch physikalische
Bedingungen (Temperatur, Druck) induziert werden.[*”) Aufgrund der individuellen Aminoséu-
resequenz und der spezifischen dreidimensionalen Struktur, welche durch nicht-kovalente In-
teraktionen, wie u. a. hydrophoben, elektrostatischen , n-n-Wechselwirkungen sowie Wasser-
stoffbriickenbindungen und kovalente Interaktionen stabilisiert wird, besitzt jedes Protein eine

bestimmte Stabilitdt. Im Falle eines Zweizustandsmodells gilt fiir den Entfaltungsprozess:
N (nativer Zustand) = D (entfalteter Zustand), K= [D] / [N]

(K = Gleichgewichtskonstante)

und fiir die Standard-Entfaltungs-GiBBs-Energie AG,:
AG, = Gp — Gy = —R-T - In(K)
AG, = AH, — T - AS,
(G;I/ GB = GIBBS-Energie im gefalteten / ungefalteten Zustand, R = universelle Gaskonstante, T = Tem-

peratur, AH,, = Standard-Entfaltungs-Enthalpie, AS,, = Standard-Entfaltungs-Entropie)

Wenn das Protein im gefalteten Zustand und ungefalteten Zustand gleichermal3en vorliegt, be-
tragt die Gleichgewichtskonstante 1 und somit AG, = 0. Damit gilt fiir die Standard-Entfal-
tungs-Entropie AS,:

u

AG,=AH,—T-AS;=0= AS, = —

wobel T = Ty ist.

Die Temperatur- und Druckabhéngigkeit von AG ist fiir einen reversiblen Zwei-Zustands-Fal-
tungs/-Entfaltungsprozess iiber folgende Beziehung zugénglich:
dAG, = AV, dp — AS.dT

(AV, = Volumeninderung, AS u = Entropiednderung)
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Die Gleichgewichtskonstante K ist sowohl druck- als auch temperaturabhéngig und mithilfe

von Gleichung 1-5 ldsst sich in Abhéngigkeit der Temperatur bei konstantem Druck die VAN'T
HorFsche Enthalpiednderung AHu ermitteln:

6InK AH® 4

( 5T )p _onst.  RT?

wobei in Abhéngigkeit des Drucks bei konstanter Temperatur die Volumeninderung erhalten

werden kann:

<5an> A
op RT

T = konst.

Bei einer Hitzedenaturierung wird eine Anderung der Sekundirstruktur des Proteins hauptsich-
lich durch das Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen verursacht. Aulerdem ist eine
Abnahme des hydrophoben Effekts zu beobachten, da die hydrophoben Doménen bei einer
Entfaltung fiir Wassermolekiile zugidnglicher werden. Hierbei ist die treibende Kraft die Ver-
groferung des entropischen Terms T - AS,, wodurch die Entfaltung des Proteins energetisch
favorisiert ist. Die Kéltedenaturierung hingegen geht aus der Abnahme der Enthalpie hervor,
da in dem Fall die Warmekapazititsdnderung AC; aufgrund der Hydratisierung hydrophober
Gruppen bei niedrigen Temperaturen positivere Werte annimmt.[”]

Driicke bis zu 3 kbar haben hauptsichlich Einfluss auf die Quartérstruktur des Proteins, wéh-
rend im Druckbereich oberhalb von etwa 4 kbar die Sekundér- und Tertidrstruktur beeintrach-
tigt wird. Wie bereits erwihnt, ist die treibende Kraft der druckinduzierten Entfaltung die Vo-
lumenverringerung.!'*!##] Tnnerhalb der nativen Proteinstruktur gibt es kleine Hohlriume un-
terschiedlicher GroBe und Form, die ein internes ausgeschlossenes Volumen fiir Lésungsmit-
telmolekiile bilden. Bei der druckabhédngigen Entfaltung werden diese 10sungsmittelfreien
Hohlrdume weitestgehend eliminiert, was zwangsldufig zu einer Verringerung des molaren Vo-
lumen des Gesamtsystems fiihrt.*?] Eine mogliche Erklirung fiir die induzierte Dissoziation
oligomerer Proteine bei Driicken von mehreren 1 kbar ist die unvollkommene Packung der
Atome an der Grenzfldche zwischen den Untereinheiten sowie die negative Volumenédnderung,
die durch das Aufbrechen von polaren und ionischen Bindungen in der Region zwischen den
Untereinheiten resultiert.*!] Bei anschlieBender Dekompression kénnen jedoch die resultieren-
den Monomere meist zum oligomeren Komplex reassoziieren.

Zur Visualisierung der Uberginge zwischen gefaltetem und entfaltetem Zustand bei Einwir-

kung von Stressfaktoren, wie u. a. Temperatur, Druck oder pH-Wert auf das Protein, werden
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hiufig Phasendiagramme erstellt. Ein solches Phasendiagramm (in Abhéngigkeit des Drucks

und der Temperatur) ist in Abbildung 1-3 beispielhaft dargestellt.[*]

Druckdenaturierung

Druck

entfalteter
Zustand

Kaltedenaturierung

Hitzedenaturierung
|
I | I 1 I I

Temperatur

: Allgemeines, schematisches Temperatur-Druck-Stabilitéts-Phasendiagramm unter An-
nahme eines Zweizustandsmodells fiir den Entfaltungsprozess eines Proteins mit den jeweiligen Vor-
zeichen der Entropie- und Volumeninderung (modifiziert aus Quelle!!).

Fiir die korrekte Riickfaltung denaturierter Proteine sowie Unterstiitzung der nativen und funk-
tionellen Konformation neu synthetisierter Proteine in biologischen Organismen dienen kom-
plexe Faltungshelfermaschinerien sogenannte Chaperone.!*! Dieser essentielle Prozess ist mit
einem hohen Energieverbrauch verbunden. Des Weiteren wurde ein erhohtes Expressionslevel
der Chaperone bei Organismen, die nicht an extreme Umweltbedingungen angepasst sind, be-
obachtet.[*34 In Kapitel 5 wird zu dieser Thematik die Stabilitit des Chaperonin-Systems
selbst unter extremen Bedingungen (hohe Temperaturen, hohe Driicke) in Anwesenheit von
Cosolventien, Nukleotiden und Salzen untersucht.

Es stellt sich hierbei grundsitzlich die Frage, wie sich die Proteinstruktur und -stabilitdt eines
Proteins eines mesophilen Organismus von einem Protein eines thermophilen Organismus un-

terscheidet. Hierzu wurde in Kapitel 6 die Druckstabilitit des Arginin-Bindungsprotein
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(ArgBP) von Thermotoga maritima, welches in der Ndhe von hydrothermalen Schloten ent-
deckt wurde, untersucht und mit den temperatur- und druckinduzierten Entfaltungen anderer

ausgewdhlter Proteine, die in einer Literaturiibersicht aufgelistet sind, verglichen.

1.3 Astrobiologische Fragestellungen

Wie das Leben auf der Erde vor Jahrmilliarden entstanden ist und sich die ersten Organismen
unter den damals herrschenden harschen Bedingungen, entwickeln konnten, ist der modernen
Wissenschaft noch weiterhin ein Ritsel.l*”] Das frithe Stadium der Erdoberfliche glich einer
Apokalypse, da die Oberfliche mit aktiven Vulkanen {iberséit war, die giftige Gase und Ge-
steinsbrocken in die diinne Atmosphére schleuderten. Dariiber hinaus schlugen stellare Objekte
(Meteoriten, Kometen) auf der Erdoberfliche ein, wodurch enorme Mengen an Energie und
Staub freigesetzt wurden.[**) Wie soll unter diesen Umstéinden Leben auf der Oberfliche ent-
standen bzw. moglich gewesen sein?

Gerade die stellaren Objekte konnten eine wichtige Rolle fiir den Beginn des Lebens gespielt
haben, indem sie als Transportmittel fungierten und organische Molekiile, Wasser und Vorlau-
fermolekiile des Lebens (z. B. Methylamine) auf die Erde gebracht haben. Untersuchungen der
Rosetta-Weltraummission aus dem Jahr 2014 zeigten, dass der Komet 67P/CHURYUMOV-GE-
RASIMENKO Schliisselbausteine des Lebens (z. B. Aminosiuren) enthilt.*”] Vor etwa 3.5 Mil-
liarden Jahren entstand auf der Erde der Urozean und der darin enthaltene Chemie-Cocktail
bildete die Grundlage des heutigen Lebens. Ergebnisse aus dem UREY-MILLER-Experiment im
Jahre 1953 suggerierten, dass die Produktion von Aminosduren unter den vorherrschenden Erd-
bedingungen mdglich war.®” In Bezug auf die Entwicklung des ersten gemeinsamen Vorfah-
rens allen Lebens stellt sich nun die Frage, wie sich aus einem abiotischen Vorrat an kleinen
organischen Verbindungen komplexere Makromolekiile (u. a. Proteine, DNA) bis hin zu Zellen
entwickeln konnten.[*”) Hierzu wurden zwei Haupthypothesen formuliert, die RNA world und
die Protein world, die beide einen plausiblen Losungsansatz anbieten.>!] Jedoch weisen beide
Theorien einige Diskrepanzen beziiglich der Aspekte der evolutiondren Kontinuitit, der
Ubiquitit der bendtigten Bedingungen und der Robustheit des Modells ohne die Notwendigkeit

4752531 Aufgrund zahlreicher Studien iiber kurze Pep-

wohl definierter Umweltparameter auf.!
tidmotive, die die Fihigkeit besitzen, sich selbst zu assemblieren,>* eine hohe Robustheit ge-
geniiber duBeren Faktoren aufweisen,'>> Nukleotide mit hoher Spezifitiit zu binden>®! und Re-

aktionen zu katalysieren’!, wurde eine weitere, erginzende Hypothese hinsichtlich des Ut-
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sprungs des Lebens aufgestellt, die Amyloid world.>®>°) Anhand dieser bemerkenswerten Fi-
higkeiten ist es denkbar, dass diese funktionell biologischen Einheiten wihrend der Evolution
proteinartiger Enzyme in der Tiefsee bei hohen Driicken eine wichtige Rolle eingenommen
haben. In diesem Zusammenhang handelt die Studie in Kapitel 4 von der katalytischen Aktivitat
eines de novo konzipierten Polypeptids in Abhingigkeit des Drucks in Abwesenheit und An-
wesenheit verschiedener Cosolventien und Crowder-Molekiile.

Wird die Biosphire der Erde als ein biologischer Zoo angesehen, der von physikalischen und
chemischen Extremen umzéunt ist, jenseits derer das Leben nicht mehr mdéglich ist (Abbildung
1-4), konnen diese Grenzen des Lebens durch Untersuchungen biologischer Prozesse unter ext-
remsten Bedingungen gefunden werden,®” um anhand derer die Bewohnbarkeit anderer plane-
tarer Korper beurteilen zu konnen. Natiirlich ist das Leben noch von vielen weiteren Faktoren
abhéngig, doch wenn die physikalischen und chemischen Bedingungen auf3erhalb der notwen-
digen Lebensbedingungen liegen, sind andere Kriterien hinsichtlich eines erddhnlichen, koh-

lenstoffbasierten Lebens irrelevant.[®!)

extremer pH

H,0*
OH- Grenzen der Biosphare

OoH
H,0*

Abbildung 1-4: Vereinfachte schematische Darstellung der Grenzen der Biosphdre auf der Erde, die
mogliches Leben eingrenzen. Bei Uberschreitung der Grenze (rote Linie) ist das Uberleben, die Stoff-
wechselaktivitit oder die Fortpflanzung nicht mehr sichergestellt. Es gibt noch eine Reihe weiterer phy-
sikalischer und chemischer Extreme, die die Grenzen des Lebens definieren konnen, die hier jedoch
nicht aufgetragen sind (modifiziert aus Quellef®!).

Auf der Erde wurde eine Reihe von extremophilen Organismen aus Lebensrdumen isoliert, die

hohen hydrostatischen Driicken, Trockenheit, Strahlungen, erhohten Temperaturen, extremen
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pH-Werten, hohen Salzkonzentrationen und hohen Ldsungsmittel-/Metallionenkonzentratio-
nen ausgesetzt sind.[®] Kénnen diese Organsimen ein Indiz dafiir sein, dass Leben auf anderen
Himmelskorpern in unserem Sonnensystem, zwar nicht in demselben Ausmal3 wie auf der Erde,
aber dennoch moglich ist? Als mogliche Kandidaten fiir extraterrestrisches Leben gelten in der
Astrobiologie unter anderem der Mars, einige Monde der Gasplaneten, der Asteroid Ceres so-
wie Exoplaneten, die im folgenden Abschnitt ndher erldutert werden.

Die Suche nach dem Leben auf dem Mars fasziniert die Menschheit, angefangen von Kiinstlern
und Schriftstellern bis hin zu den Wissenschaftlern, schon seit Jahrhunderten. Marsrover und
Marssonden, die mit einer Reihe von wissenschaftlichen Instrumenten ausgestattet sind, erkun-
den derzeit die Marslandschaften atmosphérisch und geologisch nach spektralen Signaturen
wichtiger Gase und Schiisselbausteinen des Lebens. In der frithesten Geschichte des Planeten
gibt es reichhaltige Hinweise auf die Existenz fliissigen Wassers. Zum Beispiel wurden anhand
der Kartierung der Marsoberfliche Erosionsbereiche, vertrocknete Téler und Flussbetten ent-
deckt, die nur durch das Vorkommen fliissigen Wassers erklirt werden kénnen.!®!l Die Verfiig-
barkeit von fliissigem Wasser, die sich im Laufe der Zeit nach und nach einschriankte, wird auf
die geringe Masse des Planeten, das Fehlen oder den Verlust eines globalen Magnetfeldes zum
Schutz vor Sonneneinwirkungen, wie z. B. Sonnenwinden, und die diinne Atmosphére zuriick-
gefiihrt.*¥] Unter derzeitigen Bedingungen von 6 mbar atmosphérischem Druck wiirde das fliis-
sige Wasser auf der Oberflache sofort verdampfen. Dennoch konnte H,O heutzutage in groflen
Mengen als Eis oder chemisch gebunden in manchen Mineralien auf dem Mars nachgewiesen
werden.[®!) Weiter haben Modellierungen wissrige Umgebungen in tieferen Schichten der Kry-
osphére und der Marskruste, in denen Grundwasser existieren konnte, als mogliche Kandidaten
fiir bewohnbare Umgebungen von Mikroorganismen vorgeschlagen. Im Jahre 2018 entdeckte
die Raumsonde Mars Express Hinweise auf einen gro3en See unterhalb der permanenten, siid-
polaren Eiskappe des Planeten.[®** Allerdings herrschen unter der Eisdecke extrem tiefe Tem-
peraturen, die durch die Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen kompensiert werden miissen,
damit dennoch fliissiges Wasser vorliegt. OROSEI et al. vermuten an diesen Stellen hohe Kon-
zentrationen an Perchloratsalzen, die den Gefrierpunkt von Wasser drastisch absenken kon-
nen.[3] Perchloratsalze wirken jedoch stark oxidierend und haben schidliche Auswirkungen
auf mikrobielles Leben.[®! Diese Tatsache senkt die Erwartungen, dass etwaige Lebensformen

an diesen Orten moglich sind. Angesichts dessen wurde in einem Projekt dieser Arbeit der
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kombinierte Effekt von marsrelevanten Salzen und hohem Druck, wie er unterhalb der Mars-
oberflache herrscht, auf die enzymatische Aktivitdt und biomolekulare Stabilitdt des gut cha-
rakterisierten Enzyms a-Chymotrypsin untersucht (Kapitel 7).

Aufgrund der Entdeckung unterirdischer Ozeane sind einige weitere Himmelskorper (Gany-
med, Kallisto, Europa, Enceladus, und Ceres) in den Fokus der Astrobiologen geraten, da somit
auf diesen moglicherweise Leben existieren kann.[®>”) In Hinblick auf die Exobiologie wurde
in den letzten Jahren den Monden Europa, Enceladus und Titan die grofite Aufmerksamkeit
geschenkt, weil sowohl fliissiges Wasser als auch organische Verbindungen detektiert wurden.
Titan zeichnet sich zudem durch eine dichte Atmosphére, einen Methankreislauf (dhnlich dem
Wasserkreislauf der Erde) und eine von fliissigen Kohlenwasserstoffen {iberschwemmte und
stark verinderte Oberfliche aus.[01:%668] Enceladus hingegen beherbergt hochstwahrscheinlich
unter der Eiskruste einen Ozean mit hydrothermalen Quellen, was den prebiotischen Bedingun-

[61,69

gen im Urozean auf der Erde dhneln kdnnte.!®""%) Hierzu lieferte die Cassini-Mission weitere

Indizien, da auf Enceladus Wasserfontidnen beobachtet wurden, die komplexe organische Ver-
bindungen in den Weltraum schleudern.7%7!]

Um die Frage zu beantworten, ob das Leben auf der Erde einzigartig in unserer Milchstral3e
oder ein Regelfall ist, entwickelte der Astronom FRANK DRAKE im Jahre 1961 eine Gleichung,
mit der er die Zahl der Zivilisationen in der Milchstrale voraussagen wollte. Da jedoch die
meisten Faktoren in der Gleichung nicht prizise genug vorherzusagen sind, wird diese Glei-
chung eher als eine grobe Nidherung angesehen. Die Entdeckung des ersten extrasolaren Plane-
ten 51 Pegasi bl’?! im Jahre 1995 durch MiCHEL MAYOR und DIDIER QUELOZ (Nobelpreis fiir
Physik 2019) steigerte das Interesse der Wissenschaft an dieser Fragestellung. Mithilfe ver-
schiedener Detektionsmethoden wurden zunehmend immer mehr Exoplaneten verschiedenster
Art (beziiglich Masse, Umlaufbahn, physikalischer und chemischer Zusammensetzung sowie
weiterer Klassifikationen) entdeckt.l”’] Dieser exponentielle Trend wird sich fortsetzen, da
neue, weltraum- und bodengestiitzte Instrumente der néchsten Generation eingesetzt werden,
welche den Himmel nach erddhnlichen Planeten oder nach Anzeichen von Leben durchfors-

ten.l74]
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2. Experimentelle Methoden
2.1 Hochdruck-Stopped-Flow-Methode

2.1.1 Theoretische Grundlagen

Die quantitative Beschreibung der Kinetik enzymkatalysierter Reaktionen erfolgt auf Basis des
Modells von LEONOR MICHAELIS und MAUD MENTEN und dessen Erweiterung durch GEORGE
BRIGGS und J. B. S. HALDANE. Dabei werden enzymatische Reaktionen durch die folgende
vereinfachte Reaktionsgleichung (Gleichung 2.1) unter der Annahme beschrieben, dass die
Substratkonzentration zu Beginn sehr hoch und die Produktkonzentration vernachldssigbar
klein ist, sodass keine Riickreaktion zum Enzym-Substrat-Komplexes erfolgt.””! Dies spiegelt
haufig Reaktionen in biologischen Systemen wider, bei der die Produktkonzentration aufgrund

von Folgereaktionen des Produktes sehr niedrig ist:

k
e

E+S E+P

-1

(k,; = Bildungsgeschwindigkeitskonstante, k_; = Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante, k, = Ge-
schwindigkeitskonstante)

Der erste Reaktionsschritt beschreibt die reversible Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes
(ES), ausgehend vom Enzym (E) und Substrat (S). Dabei stehen der Komplex und die unkom-
plexierten Biomolekiile im Gleichgewicht, welche durch die Bildungsgeschwindigkeits-
konstante k1 und die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k-1 beschrieben werden. An-
schlieBend reagiert der ES-Komplex irreversibel mit der Geschwindigkeitskonstante k2 zu dem
Produkt (P) und dem Enzym. Die Produktbildung wird hier als geschwindigkeitsbestimmender
Schritt der Gesamtreaktion angesehen. Folglich ist die Aktivierungs-GIBBs-Energie der Pro-
duktbildung groBer als die der Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes. Das erweiterte Modell
von BRIGGS und HALDANE beinhaltet zusitzlich die Annahme, dass die zeitliche Anderung der
Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes wihrend der steady state-Phase gleich null
ist.’8] Somit gilt fiir die Reaktionsgeschwindigkeit (MICHAELIS-MENTEN-Gleichung):

Vmax'[S] — k,.[E]-[S] _ k_qtk;
Km+[S] ~ Kw+[S]T M T K

v =

(vmax = maximale Geschwindigkeit, Ky = MICHAELIS-Konstante, [S] = Substratkonzentration, [E] = ge-

samte Enzymkonzentration)
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Aus dem MICHAELIS-MENTEN-Plot, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit v gegen die Substrat-
konzentration aufgetragen wird und einen hyperbolischen Verlauf annimmt, kann die MICHAE-
Lis-Konstante Kv und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vimax ermittelt werden. Die MI-
CHAELIS-Konstante Ky entspricht der Substratkonzentration, bei der die halbmaximale Reakti-
onsgeschwindigkeit vorliegt. Des Weiteren ist Km ein MaB fiir die Substrataffinitit des Enzym:s,
die sich aus dem Verhéltnis aus Dissoziation des ES-Komplexes zur Assoziation des Enzyms
und Substrats ergibt. Bei einer sehr hohen Substratkonzentration liegen alle Enzyme gesattigt
vor, Km kann gegeniiber [S] vernachldssigt werden und die Reaktionsgeschwindigkeit nihert
sich einem Grenzwert (vmax) an. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit bezogen auf die Ge-
samtenzymreaktion stellt die Wechselzahl k> dar (Gleichung 2-3), die die Anzahl der Substrat-
molekiile bei vollstandiger Sattigung des Enzyms mit Substrat pro Zeiteinheit pro aktivem

Zentrum angibt:[""!

Umax

[Sl%inoo V= Kear = [E]

(kcat = k, = Wechselzahl)

Zusitzlich kann die katalytische Effizienz ket des Enzyms iiber die Wechselzahl und die MI-

CHAELIS-Konstante bestimmt werden:

kcat
Km

kege =

Die Reaktionsgeschwindigkeit kann auch in linearisierter Form in einem LINEWEAVER-BURK-

Plot dargestellt werden:!"®]

1 Kwm
= =+

1
v Umax Vmax * [S]

Uber die EYRING-Gleichung kann der Druckeffekt auf die Geschwindigkeit der Enzymreaktion
beschrieben werden:[!>!*]

dIn(k/ko) _ AVF
dp o RT

(v = Druck, T = Temperatur, R = universelle Gaskonstante, AV*= Aktivierungsvolumen, ky = Ge-

schwindigkeitskonstante bei einem Referenzdruck, in diesem Fall 1 bar)
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Bei dem aus der Gleichung 2-6 erhaltenen Aktivierungsvolumen handelt es sich um die Diffe-
renz des partiell molaren Volumens des Ubergangszustands (ES?) des Enzym-Substrat-Kom-
plexes und des Grundzustands (ES) bzw. des Reaktandenzustands (E + S). Aufgrund der unter-
schiedlichen Kompressibilitit der Reaktanden, des ES-Komplexes und des Ubergangszustands
konnen die AV# positiv oder negativ sein, sowie auch von der Druckamplitude abhéingen. Im
Rahmen des MICHAELIS-MENTEN-Formalismus gilt fiir hohe Substratkonzentrationen, k =
kcat, und fiir niedrige [S], k = keae Kyy'. Somit beschreibt das Aktivierungsvolumen fiir groBe
[S] den Unterschied zwischen den Volumina des Ubergangszustands (ES?) und des ES-Kom-
plexes, AV* = Vgg= — Vgs. Bei niedrigen [S] hingegen bezieht sich die Volumenénderung auf
den Unterschied zwischen den Volumina des Ubergangszustands und der einzelnen Reaktan-
den, AV* = Vgg= — Vg,s. Diesbeziiglich kénnen auch Informationen iiber die Volumendnde-

rung bei der Bindung des Substrats an das Enzym erhalten werden.!”?8!]

2.1.2 Experimentelles

Die Stopped-Flow-Methode ist ein geeignetes Verfahren, um schnelle chemische Prozesse, wie
zum Beispiel Enzymreaktionen und Bindungsaffinititen von Molekiilen, unmittelbar nach dem
Mischvorgang im Millisekunden (ms)- bis Sekunden (s)-Bereich zu untersuchen. Zur Analyse
werden vorwiegend spektroskopische Methoden verwendet, die direkt mit der Stopped-Flow-
Apparatur gekoppelt sind.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Enzymaktivititen bei verschiedenen Driicken mit einem
Hochdruck-Stopped-Flow-Instrument (HPSF-56, TgK Scientific) untersucht, welches Messun-
gen bis zu 2 kbar erlaubt. Die wesentlichen Komponenten dieser Apparatur sind in Abbildung
2-1 aufgefiihrt. Im Gegensatz zu herkdmmlichen Stopped-Flow-Instrumenten besitzt dieses
eine Hochdrucksteuereinheit, ein hochdruckresistentes Autoklavengefa3 aus Edelstahl und ei-
nen pneumatischen Fahrmechanismus, der den Mischvorgang bewirkt, sowie durch Umpositi-
onierung des pneumatischen Zylinders den Zugang zu den Autoklaven zum Einbringen der
Messzelle ermdglicht. Die Druckvorrichtung setzt sich aus einem Fliissigkeitstank, zwei Pum-
pen, sowie fiinf Ventilen zusammen, die durch Stahlkapillarrdhrchen miteinander und mit dem
unterseitigen Anschluss des Autoklavengefd3 verbunden sind. Der Druck wird mit einem pie-

zoelektrischen Manometer gemessen und als Hydraulikfliissigkeit wird destilliertes Wasser ver-
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wendet. Unter Verwendung eines externen Umlaufwasserthermostats, welcher mit einem ex-
ternen Thermosensor verbunden ist und sich in der Ndhe der Messzelle befindet, konnte die

gewlinschte Temperatur eingestellt werden.

E

— U U U U

Wesentliche Komponenten des Hochdruck-Stopped-Flow-Instruments, modifiziert aus
TgK Scientific (Benutzerhandbuch): ® Lichtquelle + Steuereinheit, @ Temperaturgesteuertes Wasser-
bad, ® Monochromator zur Auswahl der gewiinschten Lichtwellenldnge, @ Photo diode array-Detek-
tor, ® Hochdruck-Hydraulikpumpe + Kontrolleinheit, ® Gasflasche und @ Hochdruckresistenter Au-
toklav + pneumatischer Fahrmechanismus.

Die Probenzelle des HPSF-Systems besteht aus zwei Reagenzspritzen, die an einen Auslaufbe-
hilter angeschlossen sind. Eine der beiden Spritzen wird fiir die Enzymlosung verwendet, die
andere fiir die Substratlosung. Diese Konstruktion bietet auBerdem den Vorteil, dass Enzym
und Substrat vor der Reaktion bereits unter Druck stehen konnen. Um den Durchfluss der Re-
agenzspritzen in den Autoklaven zu gewihrleisten, werden mithilfe der Schubstange und eines
pneumatischen Zylinders die beiden Reaktionszylinder nach unten gedriickt. Dieser Mechanis-
mus bewirkt, dass gleiche Mengen beider Losungen simultan zur Mischkammer und anschlie-
Bend zur Observationszelle gelangen. Danach wird der Durchfluss im System durch den Aus-
laufbehélter gestoppt, worauf dieser ein Signal gibt, dass die Detektion gestartet werden kann
und die Daten erfasst werden konnen (Abbildung 2-2). Die Totzeit des Instruments betriagt etwa
10 Millisekunden und das Totvolumen circa 65 pL, wihrend das Volumen in der Observati-
onszelle 40 pL entspricht. Weitere Details zur HPSF-56 konnen aus dem Benutzerhandbuch

von TgK Scientific und aus der Referenz/®?! entnommen werden.
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Des Weiteren ist es mdglich, sowohl Absorption als auch Fluoreszenz-Messungen in einem
Wellenldngenbereich von 300 bis 700 nm durchzufiihren. Als Lichtquelle wird eine Quecksil-
ber-Xenon-Lampe eingesetzt. Zur spektroskopischen Datenerfassung fiir Fluoreszenzmessun-
gen passiert das Licht zuniichst den Monochromator mit der gewiinschten Wellenléinge. Uber
flexible Lichtleiter gelangt der Lichtstrahl zur Beobachtungszelle und anschliefend zum Pho-
tomultiplier, der fiir die Fluoreszenzmessung mit einem geeigneten Sperrfilter ausgestattet ist.
Fiir die Absorptionsmessungen wurde stattdessen ein photo diode array verwendet, welches
eine schnelle Datenerfassung eines weiten Bereichs des Absorptionsspektrums erlaubt.

D

Hochdruck-Stopped-Flow-Apparatur

Schubstange 1-2000 bar

externes Thermostat

Reaktions- 5 .
zylinder 2 e 9

Reaktions-
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Schematische Darstellung der Hochdruckzelle einer HPSF-Apparatur.

2.2 FOURIER-Transform-Infrarot (FTIR)-Spektroskopie

2.2.1 Theoretische Grundlagen

Die Infrarotspektroskopie bietet die Moglichkeit, Struktur und Dynamik von Biomolekiilen un-
ter verschiedenen physikalischen Bedingungen und chemischen Einfliissen zu untersuchen, die
wenig Zeit und Probenmengen erfordern. Im Gegensatz zur UV/Vis-Spektroskopie werden Mo-
lekiilschwingungen in dem Wellenlingenbereich zwischen 800 und 10° nm angeregt und je

nach Art des Molekiils bestimmte Frequenzbereiche absorbiert. Hierzu miissen die Frequenzen
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von Licht und Schwingung miteinander iibereinstimmen, um als charakteristisch zu gel-
ten. Die Schwingung eines Molekiils wird ausschlieBlich als IR-aktiv betrachtet, wenn es liber
ein verdnderbares oder ein induziertes Dipolmoment verfiigt. Typischerweise werden IR-Spek-

tren als Funktion der Wellenzahl ¥ dargestellt, die proportional zur Energie E ist:

C ~
Evzh-v=h-i=h-c-v

(¢ = Lichtgeschwindigkeit, 1 = Wellenlédnge, h = Planck’sches Wirkungsquantum, v = Frequenz,
7 = Wellenzahl)

Der harmonische Oszillator dient als physikalisches Modellsystem fiir die vereinfachte Veran-
schaulichung und Erlduterung der Schwingung eines Molekiils. Hierbei wird ein zweiatomiges
Molekiil mit den Massen m; und m> und einer Feder ohne Masse als Bindung dargestellt. Die
Bindungsstirke zwischen den beiden Atomen wird durch die Kraftkonstante k& charakterisiert.
Eine Streckung oder Stauchung der Bindung bewirkt eine riickwirkende Kraft des Systems,
welche die beiden Atome wieder in den Gleichgewichtsabstand bringen mdochte (HOOKEsche
Gesetz). Fiir das zweiatomige Modell kann mit Hilfe der SCHRODINGER-Gleichung die Gesam-
tenergie des Systems, welche sich aus den Beitrdgen der kinetischen und potenziellen Energie
zusammensetzt, berechnet werden. Hierbei kann das Modell nur bestimmte Energieeigenwerte

annehmen:

N mitve = L. [
Ev—h-vo-(v+5)m1tv0—2n\/;

(v = Schwingungsquantenzahl, vy = Eigenfrequenz des Oszillators, u = reduzierte Masse, k = Kraft-

konstante, ein MaB fiir die Starke der chemischen Bindung im Molekiil).

Das Modell, bzw. die Potenzialkurve, des harmonischen Oszillators spiegelt jedoch nicht die
molekularen Schwingungen realer Molekiile wider, da einerseits die Bindungsdissoziation bei
Anregung in hohen Schwingungszustinden und andererseits die AbstoBung der Kerne bei zu-
nehmender Annédherung nicht berticksichtigt werden. Im Modell des anharmonischen Oszilla-
tors wird dies miteinbezogen, um einen realeren Ansatz darzustellen. Weiterhin sind im Modell
des anharmonischen Oszillators die Energieniveaus nicht mehr dquidistant und Obertone der
Schwingungen (Auswahlregel: Av = +1, +2....) sind erlaubt.!’!

Das Schwingungsverhalten von mehratomigen Molekiilen hingt von der Anzahl der Atome n

und der Geometrie ab. Die Schwingungsformen kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden, die
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Valenz-(Streck-)Schwingungen und Deformationsschwingungen. Schwingungen in Rich-
tung der Bindungsachse représentieren die Valenzschwingungen (symmetrisch (vs) und asym-
metrisch (vas)), wohingegen die periodische Anderung des Bindungswinkels zu den Deforma-

tionsschwingungen (6) zéhlt.[**!

2.2.2 Experimentelles

Moderne IR-Spektrometer, sogenannte FOURIER-Transform-Infrarot-Spektrometer, ermdogli-
chen im Gegensatz zu dispersiven Gerdten eine gleichzeitige Analyse des gesamten Frequenz-
bereiches. Diese Spektrometer gewéhren kiirzere Messzeiten und ein verbessertes Signal-
Rausch-Verhiltnis. Weitere Vorteile gegentiiber dispersiven Spektrometern sind einerseits die
Detektion einer groBBeren Lichtmenge und einer damit verbundenen, hoheren Empfindlichkeit
(JAcQUINOT-Vorteil), eine hohere Wellenzahlstabilitdt und -genauigkeit (CONNES-Vorteil) auf-
grund des Helium-Neon-Lasers und dass der gesamte Wellenzahlenbereich zeitgleich gemes-

sen werden kann (FELLGETT-Vorteil).

Starrer Spiegel

(———————

Beweglicher Spiegel

Strahlenteiler IR-Lichtquelle

1——=e

. (

z Probe

e} 2 me

@ i

< s
\

optische Wegdifferenz x
P .
N— Interferogramm Computer
Detektor

Abbildung 2-3: Schematischer Aufbau eines MICHELSON-Interferometers mit anschlieBender FOU-
RIER-Transformation, modifiziert nach Quelle!®*.
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In Abbildung 2-3 ist ein typisches FTIR-Spektrometer schematisch dargestellt, dessen wesent-
licher Bestandteil das MICHELSON-Interferometer ist. Die drei Hauptkomponenten des MICHEL-
SON-Interferometers, beweglicher und starrer Spiegel sowie Strahlenteiler, besitzen eine spezi-
fische Anordnung, die den zusammengefiihrten Strahlen erlauben, je nach Frequenz und Ab-
stand zum Strahlenteiler, zu interferieren. Zunachst wird das infrarote Licht von der IR-Quelle

zum halbdurchldssigen Strahlenteiler gesendet, der das Licht in zwei identische Teilstrahlen

( Lund || zur Quelle) aufspaltet. Die Teilstrahlen werden vom beweglichen und starren Spiegel

jeweils zum Strahlenteiler zuriickreflektiert und ein Teil des resultierenden Strahls wird an-
schlieBend in den Probenraum und weiter zum Detektor gelenkt. Ist der Abstand, also die opti-
sche Wegdifferenz x, vom beweglichen und starren Spiegel zum Strahlenteiler gleich groB,
iberlagern die beiden Teilstrahlen konstruktiv am Strahlenteiler und die Intensitdt des Signals
ist maximal. Ist x # 0, entsteht eine destruktive Interferenz, die zu einer verringerten Intensitét
fiihrt. Hieraus resultiert das Interferogramm, welches den cosinusformigen Intensitdtsverlauf
aus der Auftragung der Intensitit / gegen die optische Wegdifferenz x widerspiegelt. Die spekt-
ralen Intensitidten werden aus dem Interferogramm, welcher FOURIER-transformiert wurde, er-

halten, die die Zuordnung funktioneller Gruppen erlaubt:

o)

AD) = 4] F(x)cos(2mix)dx
0

(F(x): Interferogramm-Funktion, A(¥): spektrale Intensitét)

Im mittleren Infrarotbereich (200 bis 4000 cm™) besitzen Proteine mehrere charakteristische
Gruppenschwingungen, die durch die Schwingung des Poylpeptidriickgrats verursacht werden
(siehe Tabelle 2-1). Die rdumliche Anordnung des Polypeptidriickgrats kann verschiedene
Strukturen annehmen, die als Sekundirstrukturelemente bekannt sind. Mithilfe der FTIR-
Spektroskopie ist es moglich, die Anteile der einzelnen Strukturelemente sowie die Sekun-
dérstrukturzusammensetzung des Proteins ndherungsweise zu ermitteln. In Hinblick auf die Se-
kundarstrukturanteile verfligt die Amid-I-Bande iiber das breiteste Informationsspektrum. Va-
lenzschwingungen der C=0O-Gruppe (70-85 %), sowie Streckschwingungen der C-N-Gruppe
und Deformationsschwingungen der C-C-N-Gruppe tragen zu der Amid-I-Bande bei. Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den C=0- und N-H-Gruppen spielen bei der Sekundérstruktur

eine wesentliche Rolle und bestimmen die Frequenzlage. Stirkere Wasserstoffbriickenbindun-
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gen fiihren zu einer geringeren Elektronendichte der C=0O-Bindung. Hierdurch wird die Kraft-
konstante der Carbonylschwingung und folglich die Schwingungsfrequenz verkleinert. So-
mit ist aufgrund kleiner Variationen in der Molekiilgeometrie und den Wasserstoftbriickenbin-
dungsmustern eine Analyse der sekundéren Strukturzusammensetzung und Konformationsén-
derung moglich.’®¥ Im Wellenzahlenbereich der Amid-I-Bande besitzt HO aufgrund der H-O-
H-Deformationsschwingung eine markante Absorptionsbande bei ca. 1640 cm!. Um diese
Bandenbeeinflussung zu verhindern, wird anstelle von Wasser (H>O) Deuteriumoxid (D20)
eingesetzt. Die Amid-I-Bande wird bei Verwendung des Losungsmittels D>O mit einem Strich
kenntlich gemacht (Amid-I"-Bande). In der Regel bestehen Proteine aus mehreren Sekun-
darstrukturelementen, die bei der Amid-I1"-Bande nicht spektral aufgelost sind. Um eine erhohte
Bandenauflosung der iiberlappenden Subbanden zu ermdglichen, miissen mathematische Ver-

fahren und/oder Isotopensubstitution angewendet werden.

Zuordnung einiger relevanter IR-Banden von Proteinen und Peptiden in D>O. Wellenzahlen
der Sekundirstrukturelemente sind als Richtwerte angegeben. 8384

Schwingungsbanden Wellenzahl / cm’!
Amid-I"-Bande: 1700-1600:
intermolekulare B-Faltblatter 1615-1625, 1680-1690
intramolekulare B-Faltblatter 1625-1640, 1670-1680

ungeordnete Strukturen 1640-1650
a-Helices 1650-1658
Schleifen 1660-1690

Amid-II"-Bande 1575-1480

Amid-IIT"-Bande 1330-1230
vs (CH3) ~ 2872
Vas (CH3) ~2962
vs (CH>») ~ 2853
Vas (CHa) ~2926

Zunéchst wurden mithilfe der GRAMS/AI™-Software 8.0 die gemessenen Spektren importiert,
anschliefend vom Puffer subtrahiert und geglittet (Grad der Glittung (60-70 %). Im Wellen-
zahlbereich der Amid-I"-Bande wurden die FTIR-Spektren flichennormiert. Die FOURIER-self-
deconvolution (FSD)-Methode bietet eine Moglichkeit, die systematische Abwandlung der
Bandenform, die fiir die Uberlappung der Subbanden verantwortlich ist, zu korrigieren. Aus
dieser mathematischen Operation, die u. a. eine inverse FOURIER-Transformation beinhaltet, [

resultiert ein Spektrum mit einer nachtrdglich reduzierten Halbwertsbreite der Subbanden, wo-
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bei die relativen Intensitdten der einzelnen Absorptionsbanden erhalten bleiben. Aller-
dings konnen Artefakte (spektrales Rauschen), die beim FSD verstiarkt werden, die Ergeb-
nisse verfalschen. Dies kann verhindert werden, indem das Spektrum wéhrend der FSD-Proze-
dur mit einer Glittungsfunktion multipliziert wird.!®> Die zweite Ableitung der flichennormier-
ten Amid-I'-Bande ermdglicht auch eine Erhhung der Bandenauflosung, die jedoch quantita-
tiv gesehen nur bedingt geeignet ist, da die relativen Intensitdten der Absorptionsbanden ver-
zerrt werden. (%9

Die Ermittlung der Position und Anzahl der Subbanden erfolgt aus den Minima der zweiten
Ableitung und den Maxima der FSD. Um die relativen, prozentualen Anteile der Sekun-
darstrukturelemente zu bestimmen, wurde mittels linearkombinierter GAUB-LORENTZ-Funktion
die Flachen der Subbanden (Peak) wihrend des Anpassungsvorgangs (curve fitting) integriert
(gesamte Amid- I"-Bandenfliche betrigt 100 %), wobei die Position jeder einzelnen Subbande

[8788] Die Startparameter fiir den Anpas-

mit einer Diskrepanz von + 2 cm’! beziffert wurde.
sungsvorgang, wie Anzahl der Subbanden, Position, Hohe und Halbwertsbreite des Peaks, wur-
den mit in der Literatur gingigen Grenzen (z. B. Position: = 2 cm™!, Hohe: > 0, Halbwertsbreite:
<22 cm™) versehen.®”! Hier werden jedoch nur die relativen Anderungen der Sekundrstruk-
turelemente betrachtet, wobei angenommen wird, dass die Extinktionskoeffizienten der jewei-

ligen Sekundirstrukturelemente gleich sowie temperatur- und druckunabhingig sind.[*”

Ausgehend von der Annahme, dass es sich bei dem Prozess der Entfaltung oder Dissoziation
des Proteins in Abhéngigkeit der Temperatur oder des Drucks um ein Zwei-Zustandsmodell
handelt, kann die BOLTZMANN-Funktion verwendet werden. Der Wendepunkt der sigmoidalen
Kurve liefert die Entfaltungstemperatur (7) bzw. den Entfaltungsdruck (p.). Dariiber hinaus
konnen aus den experimentellen Daten die thermodynamischen Parameter (VAN'T HOFF-Ent-

halpie, AH®,y, respektive die Volumeninderung, AV,) bestimmt werden:

If_Iu
I'= 1 1 _AH°VH+IU
1+ e ") TR
It — 1
I= Lt 4,

AV,
1 + e~ ®P-PORT
(T = Temperatur in Kelvin, R = universelle Gaskonstante, Iz = Plateauwert der Intensitdt im gefalteten

Zustand, I, = Plateauwert der Intensitét im entfalteten Zustand)
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Die temperaturabhéngigen FTIR-Spektren wurden mithilfe des Nicolet 5700 FTIR-Spektrome-
ters in einem Wellenzahlbereich von 4000 bis 1100 cm™! aufgenommen, das mit einem fliis-
sigstickstoffgekiihlten MCT-Detektor (HgCdTe) ausgestattet ist. Ein Probenvolumen von un-
gefdhr 15 pL wurde in das zweiteilige Stahlgehduse zwischen zwei CaF>-Fenstern platziert, die
durch eine Mylar-Folie mit einer Dicke von 50 pm getrennt sind (Abbildung 2-4). Ein externer
Umlaufwasserthermostat in Anwesenheit eines externen Thermosensors regelte die erforderli-
che Temperatur der Zelle mit einer Genauigkeit von £+ 0.1 °C. Um sicherzustellen, dass die
Probe dquilibriert war, wurde jede Temperatur ~ 10 Minuten lang aufrechterhalten, bevor die
Spektren aufgenommen wurden. Druckabhéngige FTIR-Messungen wurden unter Verwendung
eines Magna IR-550 in einem Wellenzahlbereich von 4000 bis 650 cm™ durchgefiihrt, welches
ebenfalls mit einem fliissigstickstoffgekiihlten MCT-Detektor (HgCdTe) ausgestattet ist. Zum
Erreichen von Driicken bis zu 12 kbar (1.2 GPa) wurde eine membranbetriebene Diamantstem-
pelzelle (Diacell® VivoDac, Almax easyLab), die an einem automatisierten, pneumatischen
Druckregler angeschlossen war, verwendet. Eine 50 um dicke Messingdichtung mit einer Boh-
rung von 0.45 mm diente als Platzhalter zwischen den beiden Diamanten (effektives Proben-
volumen 9.8 nL) (Abbildung 2-4). Unter Verwendung der druckabhingigen, symmetrischen
Streckschwingung von SO4% (983.5 cm™ bei 1 bar) wurde BaSOs als interner Druckkalibrator

eingesetzt.[*1:%]

IR-Licht IR-Licht

Stahlhalterung Fassung der Diacell® Vivo Dac-Zelle

Diamantfenster

CaF,-Fenster

Mylar-Folie }h( © Mylar-Folie

CaF,-Fenster

Stahlhalterung
Druck-libertragende Membran Druck-ubertragende Membral

Detektor Detektor
Schematische Querschnittsdarstellung der verwendeten IR-Zellen (links: temperierbare
Messzelle und rechts Diacell® VivoDac-Zelle).
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Fiir alle FTIR-Experimente wurde eine Proteinkonzentration von 20 bis 60 mg mL"! gewihlt.
Um Storungen durch CO> und Feuchtigkeit zu vermeiden, wurde die Probenkammer kontinu-
ierlich mit CO;-freier und trockener Luft gespiilt. Nach dem Einsetzen der Probe in die Zelle
betrug die Wartezeit etwa 30 Minuten, um ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis zu gewédhrleis-
ten. Jedes Spektrum (bei Variation des Drucks oder der Temperatur) wurde mit der Spektral-
verarbeitungs-Software Omnic 7.2 iiber 128 Scans in Folge pro Messung gemittelt und durch

eine HAPP-GENZEL-Funktion apodisiert. Die Auflosung wurde auf 2 cm™! eingestellt.
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3. Einfluss von Glycin, TMAO und Osmolytgemischen auf die druckabhén-
gige katalytische Aktivitit von a-Chymotrypsin

3.1 Einleitung

Das Leben unter extremen Umweltbedingungen, wie zum Beispiel bei hoher oder niedriger
Temperatur, hohem Druck, Trockenheit, hohem Salzgehalt und extremem pH-Wert, erfordert
ein hohes MaB an Anpassung.[®**¥ Beispielshalber sind Tiefseeorganismen hydrostatischen
Driicken von bis zu 1100 bar (110 MPa) ausgesetzt.!*”) Die Mechanismen, mit denen sich Or-
ganismen an solch feindliche Umweltbedingungen anpassen, sind noch weitgehend unbekannt.
Eine der vorgeschlagenen Strategien beinhaltet die Ansammlung von schiitzenden Osmolyten
im Cytosol.?22394931 In der Vergangenheit wurden hauptséchlich der stabilisierende Effekt und
die Wirkungsweise einzelner Cosolute auf die Proteinstabilitdt untersucht, welche inzwischen
relativ gut verstanden sind.”¥ Allerdings kommen in vivo Osmolyte in der Regel in komplexen
Gemischen mit variabler Zusammensetzung vor, die von den besonderen Umweltbedingungen
des Organismus abhingen.[?>23%]

In den letzten Jahren hat das Interesse an Untersuchungen der Druckabhéngigkeit biomoleku-

larer Systeme, wie zum Beispiel der Stabilitit von Proteinen, deutlich zugenommen, 641104

107.96-1031 Ein weiteres, wachsendes Forschungsfeld beschiftigt sich mit der Verwendung der

19.35,108-1121 Dje kombinierten Auswir-

Druckvariable in Bezug auf die Aktivitit von Enzymen.!
kungen von Temperatur, Druck und Osmolyten auf die Enzymaktivitét sind jedoch weitgehend
unerforscht, obwohl diese nicht nur dem Verstandnis der Physiologie von Tiefseeorganismen
dienen, sondern auch der Verbesserung biotechnologischer Anwendungen.

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung von zwei verschiedenen Osmolytmischungen,
die in Flachwassergarnelen (shrimp shallow-Gemisch) und in Tiefseegarnelen (deep sea-Ge-

misch) vorkommen!?*!

, sowie deren Hauptkomponenten auf die enzymatische Aktivitét eines
ubiquitdren und gut charakterisierten Enzyms, a-Chymotrypsin (a-CT), untersucht. Das shrimp
shallow-Gemisch wurde in Garnelen gefunden, welche etwa 500 Meter unterhalb des Meeres-
spiegels leben, das deep sea-Gemisch hingegen bei Tiefseeorganismen in 2900 Metern Mee-
restiefe.[**) Wie in Abbildung 3-1 gezeigt, stechen die Osmolyte Glycin und Trimethylamin-N-
oxid (TMAO) in den Zusammensetzungen heraus. Valin wurde als zusitzliche Komponente in
den Osmolytmischungen hinzugefiigt, da es keine signifikante stabilisierende Wirkung auf Pro-

teine hat, aber in der Lage ist, eine bevorzugte Hydratisierung von Proteinen zu induzieren.!'!?]
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Bemerkenswerterweise fanden YANCEY et al. fir TMAO heraus, dass dieses kos-
motrope und proteinstabilisierende Additiv in Fischen und anderen Taxa bekanntermallen mit
der Meerestiefe als Anpassung an den extrinsischen Druck bei Tiefsee-relevanten Temperatu-
ren zunimmt.[*?) Es wird angenommen, dass seine Wirkung groBtenteils auf den Volumenaus-
schlusseffekt (excluded volume Effekt) zuriickzufiihren ist, d. h. das Protein wird bevorzugt
hydratisiert, wodurch das Faltungsgleichgewicht des Proteins auf die Seite des gefalteten Zu-
standes verschoben wird, welche eine kompakte Konformation mit einer minimalen 16sungs-

mittelzugiinglichen Oberfliche (SASA) aufweist.**114]

[ Il sarkosin
800 - I Betain

i B Valin
700 [ ]Prolin

. ] TMAO
600 I Glycin

500

w S
o o
o o

Osmolytkonzentration (mM)
N
o
o

—
o
o

SS-Mix, 500 m DS-Mix, 2900 m

Zusammensetzung des shrimp shallow (SS)- und deep sea (DS) Osmolyt-Gemisches,
die in den Garnelen in Meerestiefen von circa 500 Metern, beziechungsweise in der Tiefseeebene bei
2900 Metern vorkommen (modifiziert aus YANCEY et al., 2002).12%!

Im Allgemeinen entfalten Proteine bei hohen hydrostatischen Driicken (typischerweise zwi-
schen 2000 und 8000 bar, a-CT etwa bei 5 kbar bei Raumtemperatur'*!l), da der entfaltete Zu-
stand im Vergleich zum nativen Zustand ein geringeres Volumen besitzt, welches im Wesent-
lichen auf die unvollkommene Packung der Aminosduren im gefalteten Zustand zuriickzufiih-
ren ist.*941%1 Demzufolge sollten enzymatische Untersuchungen bei Driicken unterhalb des

Entfaltungsdrucks des Enzyms durchgefiihrt werden.
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a-Chymotrypsin ist eine Serinprotease, die Peptidbindungen spaltet, insbesondere solche, die
eine hydrophobe, aromatische Aminoséure (Tyr, Trp, Phe) enthalten. Diese Aminoséduren ver-
fiigen iiber einen aromatischen Ring in ihrer Seitenkette, der mit dem katalytisch aktiven Zent-
rum des Enzyms interagiert.!!!>] Es ist bekannt, dass die katalytische Aktivitit von a-CT in L&-
sung durch Druck verbessert wird, d. h. das Aktivierungsvolumen der Reaktion ist negativ, was
zeigt, dass der Ubergangszustand des Enzym-Substrate-Komplex, ES?, dichter gepackt ist und
ein kleineres Hohlraumvolumen besitzt.[%7%-116-118]

Um enzymatische Reaktionen ohne groflere Schwierigkeiten auf kurzen Zeitskalen zu verfol-
gen, hat sich die Hochdruck-Stopped-Flow-Apparatur als leistungsfihige Methode erwie-
sen.['"!I Hier wurde zusitzlich die Auswirkung verschiedener Arten von Osmolyten, einschliel3-
lich der im shrimp shallow- und deep sea-Gemisch, vorhandenen, auf die enzymatische Akti-
vitdt von a-CT untersucht. Wéhrend sich einiges an Wissen iiber den Einfluss von TMAO,
hauptsidchlich im DS-Mix vorhanden, und anderen Cosolventien auf die Proteinstabilitdt

(119-125) jst nur wenig iiber die Aus-

und -funktion bei Umgebungsbedingungen angesammelt hat,
wirkung von TMAO und freien Aminoséuren, wie Glycin, der Hauptkomponente im SS-Mix,
auf die Druckabhingigkeit der enzymatischen Aktivitdt bekannt. Der Schwerpunkt dieses Pro-
jekts liegt nicht auf der Untersuchung der tiefseebezogenen Druckanpassung, da keine Daten
iiber tiefseeangepasste Enzyme und niedrigere Temperaturen erhoben wurden, sondern auf der
Erhebung quantitativer kinetischer und volumetrischer Daten iiber die kombinierten Auswir-

kungen von Druck und natiirlichen Osmolyten sowie deren Mischungen mittels modernster

Hochdrucktechnologie, um synergetische oder gegenldufige Effekte zu ermitteln.

3.2 Probenpréparation

Die erworbenen Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet. Fiir die kineti-
schen Studien an der Hochdruck-Stopped-Flow-Apparatur wurde Tris(tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)-HCI (Tris) als Puffer verwendet, welches eine geringe Druckempfindlichkeit auf

t.1126] Fiinf Pufferlésungen wurden bei einem pH-Wert von 7.7 mit unter-

den pH-Wert aufweis
schiedlichem Osmolytgehalt hergestellt: reiner Puffer ohne Osmolyte, Puffer unter Zugabe von
410 mM Glycin, 170 mM TMAO, 55 mM Prolin, 55 mM Valin, 30 mM Sarkosin, 30 mM
Betain (shrimp shallow-Gemisch = SS-Mix), Puffer unter Zugabe von 100 mM Glycin,
590 mM TMAO, 10 mM Prolin, 10 mM Valin, 20 mM Sarkosin, 20 mM Betain (deep sea-
Gemisch = DS-Mix[?*!), und zwei Pufferldsungen, die entweder 1 M Glycin oder 1 M TMAO

32



Einfluss von Glycin, TMAO und Osmolytgemischen auf die druckabhingige katalytische Aktivitit von a-
Chymotrypsin
3.2 Probenpriparation
enthielten. Sowohl das Enzym a-Chymotrypsin als auch das Substrat N-Succinyl-L-Phenylala-
nin-p-Nitroanilid (SPpNA) wurden in den jeweiligen Pufferlésungen geldst. Fiir jede Messreihe
betrug die Anfangskonzentration des Enzyms 16 uM bevor das Enzym in die Probenzelle ge-
fiillt wurde. Durch Mischen mit der Substratlosung wurde die Enzymkonzentration halbiert.
Fir das Substrat wurden fiinf verschiedene Konzentrationen zwischen 0.2 mM und 8 mM
(0.1 mM bis 4 mM nach dem Mischen mit der Enzymldsung) verwendet.
Mit Hilfe des HPSF-Instruments wurde die Enzymaktivitdten bei verschiedenen Driicken bis
maximal 2 kbar vermessen.[®>!127:128] Der Druck wurde dabei mittels einer Hochdruckkontrol-
leinheit gesteuert. Nachdem der gewiinschte Druck erreicht war, wurden die Proben 5 Minuten
lang dquilibriert. AnschlieBend wurde nach dem Schnellmischvorgang die Absorption bei einer
Wellenlidnge von 410 nm fiir 200 Sekunden gemessen. Die Temperatur der Messzelle wurde
mit einem externen Umlaufwasserthermostat auf 20 °C reguliert, welcher mit einem externen
Thermosensor verbunden ist.
Obwohl a-CT bei hoheren Temperaturen eine hohere Effizienz aufweist, wurde diese Tempe-
ratur gewdhlt, um genauere kinetische Daten in einem geeigneten Zeitfenster zu erhalten und
um diese Daten mit vorherigen biophysikalischen Studien an diesem Enzym vergleichen zu
konnen.””1%®1 Unter Verwendung des molaren Extinktionskoeffizientens, 410 nm=
8750 M! cm™,1?*) und der gemessenen Absorption bei einer Wellenlinge von 410 nm konnte
die Konzentration des Produktes p-Nitroanilin berechnet werden. Diese Wellenlédnge wurde ge-
wihlt, um die Bildung des Produkts ohne Beeinflussung der Absorption des Substrats zeitlich
zu verfolgen (Abbildung 3-2b). Origin 9.3 (OriginLab) diente zur Verarbeitung der Daten.
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Schematische Darstellung der Reaktionsgleichung und gemessene zeitliche Anderung
des Absorptionsspektrums wéhrend der Reaktion. a) Reaktionsgleichung der Hydrolyse von N-Succi-
nyl-L-Phenylalanin-p-Nitroanilid zu p-Nitroanilin und N-Succinyl-L-Phenylalanin durch das Enzym o-
Chymotrypsin (PDB: 1YPH). b) Absorptionsspektrum der Komponenten im Reaktionssystem (Substrat
= rot, Produkt = blau) zu Beginn (zn) und nach zwei Stunden (#n). Die Absorption wurde bei einer
Wellenlédnge von 410 nm verfolgt, um die Bildung des Produkts zeitabhéngig bestimmen zu kénnen.
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3.3 Ergebnisse und Diskussion

Fiir die Ermittlung der kinetischen Parameter der Enzymreaktion wurde die Aktivitit in Abhén-
gigkeit folgender Substratkonzentrationen, [S] = 0.1, 0.25, 0.75, 2.0, 4.0 mM, gemessen. Ab-
bildung 3-3a veranschaulicht den zeitlichen Verlauf der UV/Vis-Absorption bei 410 nm, der
die Bildung des Produkts p-Nitroanilin widerspiegelt. Hier ist die Katalyse von SPpNA durch
a-Chymotrypsin im shrimp shallow-Gemisch bei 20 °C bei Umgebungsdruck dargestellt. Es
zeigte sich, dass die Produktbildung bei allen Substratkonzentrationen wihrend des aufgezeich-
neten Zeitverlaufs linear ansteigt. Das kinetische Verhiltnis vo/[E] nimmt bis zu einer Substrat-
konzentration von etwa 2 mM zu und erreicht bei hoheren Konzentrationen einen Plateau-Wert

(Abbildung 3-4).

a)

T b)
0.1 mM SPpNA

0.05 | |~ 0.75 mM SPpNA
——2 mM SPpNA
4 mM SPpNA

0.04

A410nm

0.03

A410 nm

0.02 -

0.01 |-

1 1 1 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
t/s t/s

Auftragung der Konzentration des gebildeten Produktes in Abhdngigkeit der Zeit, hier
exemplarisch dargestellt fiir die Hydrolyse von SPpNA durch a-CT im SS-Mix bei 20 °C. a) Bei fiinf
Substratkonzentrationen, csupstrat, im Bereich von 0.1 mM bis 4 mM bei Umgebungsdruck, b) bei fiinf
verschiedenen Driicken (1, 500, 1000, 1500 und 2000 bar) fiir die niedrigste (gestrichelte Linie) und
hochste (durchgezogene Linie) verwendete Substratkonzentration.

Abbildung 3-3b beschreibt die Absorptionsédnderung bei 410 nm fiir fiinf verschiedene Driicke
(1,500, 1000, 1500, 2000 bar) bei der niedrigsten und hochsten Substratkonzentration, [S], d. h.
bei 0.1 und 4.0 mM, fiir die Hydrolyse von SPpNA durch a-CT im shrimp shallow-Gemisch
bei 20 °C. Die Steigung von A4ionm(f) nimmt mit zunehmendem hydrostatischen Druck fiir
beide Substratkonzentrationen zu. Dies deutet auf eine Erh6hung der enzymatischen Aktivitat
durch ein negatives Aktivierungsvolumen hin, welches in Ubereinstimmung mit den Literatur-

109

daten von MOZHAEV et al. steht.['®) Untersuchungen mit anderen Substraten (Ala-Ala-Phe-7-
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amido-4-methylcoumarin oder SAAPpNA) zeigten einen dhnlichen Druckeffekt fiir diese Art

von Reaktion.!

79,130]
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MICHAELIS-MENTEN-Plots der enzymatischen Aktivitdt von a-CT bei verschiedenen
Substratkonzentrationen, csusiat, Und Driicken, p. a) Tris-Puffer ohne Osmolyte (grau), b) shrimp shal-
low-Gemisch, (SS-Mix, rot), ¢) deep sea-Gemisch, (DS-Mix, blau), d) Tris-Puffer in Anwesenheit von
1 M Glycin (griin) und ¢) Tris-Puffer in Anwesenheit von 1 M TMAO (orange).

Abbildung 3-4 stellt die MICHAELIS-MENTEN-Diagramme fiir die fiinf hydrostatischen Driicke
dar. Alle Proben folgen der zu erwarteten Enzymkinetik nach MICHAELIS-MENTEN und die ma-
ximale Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion, vmax, steigt mit zunehmendem Druck.
Beim Vergleich der MICHAELIS-MENTEN-Kurven des shrimp shallow-Gemisches mit der En-
zymreaktion im Tris-Puffer und deep sea-Gemisch ist zu erkennen, dass vmax im shrimp shal-
low-Gemisch groflere Werte aufweist als in den beiden anderen Fillen. Um zu untersuchen,
welche der Komponenten der Puffermischung fiir diesen Effekt verantwortlich ist, wurde die

Enzymaktivitit im Tris-Puffer in Anwesenheit der beiden Hauptkomponenten der beiden na-
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tiirlich vorkommenden Osmolyt-Gemische, TMAO und Glycin, gemessen. Es konnte festge-
stellt werden, dass 1 M Glycin einen drastischen Effekt auf vimax hat, wihrend 1 M TMAO kei-

nen oder einen vernachlédssigbaren Einfluss auf die kinetischen Parameter hat.
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Abbildung 3-5: Druckabhéngigkeit der kinetischen Parameter der von a-CT katalysierten Hydrolysere-
aktion von SPpNA in unterschiedlichen Puffer/Osmolyt-Losungen. a) MICHAELIS-Konstante, Kwv, b)
maximale Reaktionsgeschwindigkeit, vmax, ¢) Wechselzahl, ke, und d) katalytische Effizienz, kca/ Km =
keff.

Abbildung 3-5 veranschaulicht die kinetischen Parameter der a-CT-Reaktion, die fiir die ver-
schiedenen Losungsbedingungen fiir verschiedene Driicke bei 20 °C erhalten wurde: Die MI-
CHAELIS-Konstante, die maximale Geschwindigkeit, die Wechselzahl und die katalytische Ef-
fizienz. Km nimmt mit steigendem Druck geringfiigig ab (dKw/dp = -8:10° M kbar™), d. h. die
Affinitdt des Substrats steigt mit zunehmendem Druck im Tris-Puffer, shrimp shallow-Gemisch
sowie im Tris-Puffer + 1 M TMAO. Hingegen nehmen vmax, kcar und die katalytische Effizienz
in allen Osmolytgemischen bei Kompression deutlich zu. Die kc.a-Werte steigen etwa um das
zwei- bis dreifache und kesr um den Faktor drei bis flinf bei einem Druckanstieg von 1 bis

2000 bar, wobei die groBiten Werte fiir die 1 M Glycin-Losung beobachtet werden konnten. Die
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Werte der kinetischen Parameter liegen in der gleichen GroBenordnung wie diejenigen, die von
SPRETI et al. bei Tensiden und Salzen als Cosolute berichtet wurden.!3!!

Die Pufferlosungen, die hohe Konzentrationen an Glycin enthalten (shrimp shallow-Gemisch
sowie Tris-Puffer + 1 M Glycin), weisen die hochsten kcar- und ker-Werte auf. Das deep sea-
Gemisch sowie der Tris-Puffer in Anwesenheit von 1 M TMAO haben keinen signifikanten
Einfluss auf Km und kesr im Vergleich zur reinen Pufferlosung (Tris-Puffer). Diese Resultate
stehen in Einklang mit den Erkenntnissen von LUONG et al. zur Hydrolyse von SAAPpNA

durch a-CT!"3% ynd anderen Literaturdaten.['3%

Tris-Puffer SS-Mix DS-Mix

10 10| 10
12 — 2 % B 21
'S s s
€ 14} E 14} SEVYS
E E E
o o o
N N O
§ 161 " Y -16 y 16
< < <
18 181 18
20 b 20| 1 20 |
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 P g 4
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CSubslra! /' mM CSubslrat / mM

Auftragung des Aktivierungsvolumens, AV#, in Abhingigkeit der Substratkonzentration

fiir die finf gemessenen Losungen. a) Tris-Puffer ohne Osmolyte, b) Shrimp shallow-Gemisch (SS-
Mix), ¢) Deep sea-Gemisch (DS-Mix), d) Tris-Puffer in Anwesenheit von 1 M Glycin und e) Tris-Puffer
in Anwesenheit von 1 M TMAO.

Die Steigungen der Absorptionsdaten, wie in Abbildung 3-3a gezeigt, s = d4410 nm/d?, wurden
zur Bestimmung des Aktivierungsvolumens der Reaktion verwendet. Mit k/k1 = s/s1 (s1= Stei-
gung bei einem bar, k1 = kinetische Konstante bei einem bar) und Gleichung 2-5 konnte das

Aktivierungsvolumen AV7 berechnet werden. In Abbildung 3-6 sind die ermittelten Daten des
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Aktivierungsvolumens fiir die jeweilige Substratkonzentration dargestellt. In allen Osmolytmi-
schungen weist a-CT ein negatives Aktivierungsvolumen auf. Die GroBenordnung von
AV*= -11...-18 mL mol! entspricht den Werten, die in der Literatur beschrieben wur-
den.”19%133] Interessanterweise konnte hierbei festgestellt werden, dass AV” mit steigender
Substratkonzentration leicht ansteigt, d. h. weniger negativ wird. AuBBerdem erreicht das Akti-
vierungsvolumen bei einer Substratkonzentration von etwa 2 mM einen Plateauwert, welcher

der Konzentration entspricht, bei der das Enzym mit Substrat gesattigt ist.

Tabelle i-3 beinhaltet alle in Abbildung 3-5 grafisch aufgetragenen, kinetischen Parameter (K,
Vmax, Kcat, keff) in Abhéngigkeit des Drucks. In Tabelle i-4 sind die volumetrischen Daten in
Abhéngigkeit der Substratkonzentration zusammengefasst (siche auch Abbildung 3-6). Fiir
groBBe Substratkonzentrationen, vy & k.., beschreibt das Aktivierungsvolumen die Differenz
zwischen den Volumina des Ubergangszustandes (ES?) und des Enzym-Substrat-Komplexes.
Die Messung des Aktivierungsvolumens bei niedrigen Substratkonzentrationen, wobei v, &
k.../ Ky ist, beinhaltet auch die Volumeninderung bei der Substratbindung (Abbildung 3-7).
Der letztgenannte Beitrag scheint nur geringfiigig von den jeweiligen Losungsbedingungen ab-
zuhiingen und betrigt etwa -2 bis -5 mL mol™!. Dies impliziert, dass der Enzym-Substrat-Kom-
plex etwas kompakter als die Teilvolumina von Enzym und Substrat ist, was wahrscheinlich
auf eine partielle Desolvatisierung bei der Substratbindung zuriickgefiihrt werden kann (zum
Vergleich: das Volumen eines Wassermolekiils betriigt 18 mL mol!). Das Aktivierungsvolu-
men des katalytischen Schritts (kea) kann in fast allen Fillen mit -15 mL mol™! beziffert werden.
Einzig flr das shrimp shallow-Gemisch konnte fiir hohe Substratkonzentrationen ein etwas po-
sitiverer Wert von -11 mL mol! ermittelt werden, was auf einen etwas weniger kompakten
Ubergangszustand im Vergleich zu dem Szenario in dem deep sea-Gemisch oder der reinen
Pufferldsung hinweist. Insgesamt ist der Ubergangszustand kompakter als der ES-Komplex,
was auf eine Verringerung des Hohlraumvolumens und/oder durch Hydratation von Ladungen

(Elektrostriktionseffekt) im Ubergangszustand zuriickgefiihrt werden kénnte.

39



Einfluss von Glycin, TMAO und Osmolytgemischen auf die druckabhingige katalytische Aktivitit von a-
Chymotrypsin
3.4 Zusammenfassung

a)
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Schematische Darstellung des Volumenprofils einer enzymatischen Reaktion, wobei
der Druck die Bildung des Produktes aufgrund eines negativen Aktivierungsvolumens bevorzugt. b)
Aktivierungsvolumen von a-CT in den verschiedenen Osmolyt-Gemischen im Vergleich zum reinen
Puffer. Die partiellen Molvolumina sind in mL mol"! angegeben. Der ES-Komplex ist kompakter im
Vergleich zu den partiellen Volumina des Enzyms (E) und des Substrats (S) und aulerdem kompressib-
ler als der Ubergangszustand (ES?), welcher das geringste partielle Volumen besitzt.

3.4 Zusammenfassung

Viele Enzyme weisen bei hohem Druck eine erhdhte Aktivitit auf,!'”! wobei mehr als zwei

Dutzend sogar maximale Aktivitit besitzen.[®!) Das Verstiindnis des zugrunde liegenden Effekts
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auf molekularer Ebene fehlt jedoch weitgehend. Wihrend einige Enzyme intrinsisch ange-
passt sein konnten, um unter Druck zu funktionieren z. B. durch Mutationen, bendtigen andere
moglicherweise eine extrinsische Anpassung, wie beispielweise durch Cosolute.['**! Die Natur
solcher Substanzen mit niedrigem Molekulargewicht, die den GroBteil der in der Zelle vorhan-
denen osmotisch aktiven, gelosten Stoffe (Osmolyte) ausmachen, ist in Bezug auf die Enzym-
aktivitit wenig erforscht und die Wirkung natiirlicher Osmolytmischungen in der Industrie
weitgehend ungenutzt. Hier wurde der Einfluss von zwei verschiedenen Osmolytmischungen,
die in Flachwassergarnelen (shrimp shallow-Gemisch) und in Tiefseegarnelen (deep sea-Ge-
misch) vorkommen, auf die enzymatische Aktivitit von a-CT mittels der HPSF-Methodik un-
tersucht. Der Vorteil der Verwendung der HPSF-Methode besteht darin, dass Enzym- und Sub-
stratldsungen vor dem Mischen unter Druck gesetzt werden. Daher priift diese Technik die
Auswirkung des Drucks auf die Enzymreaktion auf direktem Wege und die kinetischen und
volumetrischen Daten werden nicht durch strukturelle Relaxationseffekte beeintrichtigt.
Unter Druck werden kleinvolumige gegeniiber groBvolumigen Zustinden bevorzugt, was auf
eine Erhohung der Packungsdichte, z. B. durch Eindringen von Losungsmittelmolekiilen in zu-
gingliche Hohlrdume sowie durch Fiillung des 16sungsmittelexponierten Hohlraumvolumens,
auf die Bildung stirkerer Wasserstoftbriickenbindungen oder durch Hydratation polarer und
geladener Gruppen (Elektrostriktionseffekt) erklirt werden kann.?413]
Die Resultate zeigen, dass das chemische Gleichgewicht in Richtung der negativen Volu-
mendnderung der Reaktion verschoben wird. Dies gilt auch fiir das Bindungsgleichgewicht,
dem ersten Schritt des MICHAELIS-MENTEN-Mechanismus. Zudem wird der Ubergangszustand
unter Druck begilinstigt, wenn dessen Volumen kleiner als das der Reaktanden ist. Dies wird als
negatives Aktivierungsvolumen bezeichnet, wodurch bei steigendem Druck eine Erhhung der
Geschwindigkeitskonstante & erfolgt. In der Studie konnte beobachtet werden, dass hoher
Druck die Enzymaktivitdt von a-CT deutlich erhdht, was einem negativen Wert des Aktivie-
rungsvolumens entspricht, der etwa 15 mL mol! betrigt. Der Ubergangszustand ist in allen Os-
molytlosungen kompakter als der ES-Komplex, was auf eine Abnahme des Hohlraumvolumens
und/oder der Hydratation von polaren und geladenen Resten (Elektrostriktionseffekt) im Uber-
gangszustand zuriickgefiihrt werden kann. Aus den Messungen von AV* als Funktion der Sub-
stratkonzentration konnte zusitzlich abgeleitet werden, dass die Bildung des Enzym-Substrat-
Komplexes mit einer geringen Volumenabnahme verbunden ist. Die Cosolvens-Studien zeigen

entweder keinerlei Effekt fiir | M TMAO und den DS-Mix oder einen positiven Effekt auf die
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katalytische Wechselzahl und katalytische Effizienz, welcher fiir die Osmolytlosungen mit der
freien Aminosdure Glycin am stdrksten ausgepragt ist.

Sowohl TMAO als auch Glycin sind bekannte Stabilisatoren von Proteinen und werden als
Hilfsstoffe in biopharmazeutischen Arzneiformulierungen zur Stabilisierung von therapeuti-

t.[13% Im Allgemeinen kénnen sie die thermische Stabilitiit eines Pro-

schen Proteinen verwende
teins durch direkte Wechselwirkung mit entweder den geladenen Seitenketten und/oder dem
Peptidriickgrat des Proteins beeinflussen. Des Weiteren kann durch Konkurrenz von Protein
und Cosolut um Wassermolekiile eine Anderung der thermischen Stabilitit bewirkt werden,
zum Beispiel durch bevorzugten Ausschluss von der Proteingrenzfliche und entsprechender
Verstiarkung des wasserstoffgebundenen Wassernetzwerks an der Proteingrenzfliche. Der letzt-
genannte Beitrag dominiert bei den in dieser Studie verwendeten hohen Osmolytkonzentratio-

[94.114,122,136] Trotz ihres dhnlichen proteinstabilisierenden Potenzials sind Unterschiede in

nen.
der enzymatischen Aktivitédt der hier untersuchten enzymatischen Reaktion unter verschiedenen
Bedingungen zu beobachten. Die Osmolytmischung der Flachwassergarnelen und die reine
Glycinpufferlosung weisen die hochsten kca-Werte bzw. katalytischen Effizienzen auf. Einen
ausgeprigten Effekt von Glycin auf die enzymatische Aktivitdt konnte auch im Fall der Xyla-
nase-Reaktion beobachtet werden, was auf eine Beteiligung des Carboxylat-lons des Glycins
an der Verstirkung der katalytischen Aktivitit der Xylanase schlieBen ldsst.['*” Tatséchlich hat
Glycin als Zwitterion (pl = 5.97) die Fahigkeit, mit dem Protein sowohl iiber seine negativ als
auch positiv geladenen Gruppen zu interagieren und aufgrund seiner relativ geringen Grof3e ist
es sterisch nicht an einer schwachen Bindung an mehreren Stellen des Proteins gehindert.

Die verschiedenen kinetischen Grof3en der Reaktion in Anwesenheit von Glycin kénnen jedoch
unterschiedlichen Ursprungs sein. Anderungen in der Thermodynamik der Substratbindung,
z. B. Enthalpie und Entropie, kdnnen durch kleinrdumige Konformationsiibergiinge der Bin-
dungstasche beeinflusst werden, die durch die jeweilige Losungsmittelumgebung induziert

138,139

werden, was auch die Flexibilitit der Bindungstasche verindern kann.! 1 Aufgrund unter-

schiedlicher Kompressibilitdten im Bereich des aktiven Zentrums konnte eine Druckerh6hung

139.140] Die Bestimmung der thermodynami-

zu geringeren Konformationsinderungen fiihren.!
schen Aktivitit kann erforderlich sein, um die Unterscheidung zwischen den verschiedenen
Szenarien zu erleichtern, indem das reale Mischungsverhalten der hier verwendeten Mehrkom-
ponentenlosungen beriicksichtigt wird. Um ein zutreffendes aktivitdtsbasiertes Reaktions-

gleichgewicht und kinetische Parameter bei enzymatischen Reaktionen zu erhalten, miissen
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Aktivititskoeffizienten eingefiihrt werden.’*! Solche Daten kénnen aus Experimenten und the-
oriebasierten Berechnungen, z. B. durch perturbed-chain statistical associating fluid theory
(PC-SAFT®¥), bei zukiinftigen Untersuchungen von Enzymreaktionen in solch komplexen L&-
sungsmittelgemischen erhalten werden und kdnnen helfen, die verschiedenen Beitrige zur Ak-
tivitdt von Enzymen in komplexen Losungsmittelumgebungen herauszuarbeiten, um die En-
zymreaktionen in technologischen Anwendungen zu optimieren. Die Aufkldarung des Mecha-
nismus der Substratbindung und der Reaktion auf atomarer Ebene in solch komplexen Osmo-
lytmischungen bei atmosphérischem und hohem Druck bleibt jedoch nach wie vor eine gewal-
tige Herausforderung. Bisher wurden hierzu nur wenige Fortschritte fiir kleine Enzymmodellen
erzielt, bei denen Molekulardynamik (MD)-Simulationen und Quanten-/Molekularmechanik

(QM/MM)-Simulationen der freien Energie eingesetzt wurden.[14”]
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4. Druck- und Cosolvens-Modulation der katalytischen Aktivitit von Amy-
loidfibrillen

4.1 Einleitung

Eine grofle Anzahl neurodegenerativer, menschlicher Erkrankungen ist mit der Bildung extra-
zelluldrer Amyloidablagerungen oder intrazelluldrer, amyloiddhnlicher Krankheiten verbun-
den. 1411921 Diese Amyloidstrukturen werden durch 18sliche Proteine oder Peptide gebildet,
die sich zu unldslichen Fibrillen zusammenlagern.[>*!41-14¢] Bekannte Beispiele fiir Amyloider-
krankungen sind Alzheimer, Parkinson und Typ-II-Diabetes. Daher wird derzeit intensiv daran
geforscht, die Struktur der Amyloidfibrillen und deren Entstehungsmechanismus aufzukliren.
Ein gemeinsames Merkmal vieler Fibrillen unterschiedlichen Ursprungs ist ihre strukturelle
Ahnlichkeit. Es handelt sich um stark strukturierte, molekulare Anordnungen, die von einer
hochperiodischen B-Faltblattstruktur dominiert werden, eine hohe Stabilitit aufweisen, wider-
standsfihig gegen Abbau sind und sich auch unter extremen Bedingungen bilden.[3*!47-150]

In den letzten Jahren wurden Amyloidfibrillen in vivo auch als funktionelle biologische Einhei-
ten identifiziert, die sich fiir technische Anwendungszwecke als wertvoll erwiesen ha-

151,152,161,153-160

ben.! I In der Bionanotechnologie stellen Amyloidfibrillen eine neuartige Klasse

von Systemen dar, die attraktive Vorteile bieten, wie zum Beispiel effiziente Selbstorganisation

£ [153

sowie mechanische Festigkeit.[!>¥ Elektrisch leitfihige Nanodrihte kénnen unter Verwendung

von Amyloidfibrillen als Templat fiir selektive Metallabscheidungen hergestellt werden.[!%]
Fibrilldre Strukturen konnen auch makroskopische Hydrogele bilden, die fiir die Herstellung

[159

kiinstlicher biologischer Gewebe,!!>?! die Immobilisierung von Proteinen!'®®! oder fiir die Frei-

setzung von Medikamenten geeignet sind.!!3%161]

Aufgrund ihrer kleinen molekularen Bausteine, ihrer Fahigkeit sich leicht selbst zusammenzu-
lagern, robust und katalytisch aktiv zu sein, konnten Amyloidfibrillen auch als Vorlaufer der
heutigen Enzyme gedient haben.[*7->13338] Kiirzlich berichteten RUFO ef al. von de novo ent-
worfenen Amyloid-bildenden Peptiden, die eine bemerkenswerte enzymatische Aktivitit auf-
weisen. Es handelt sich hierbei um Heptapeptide, die die Aktivitdt und die Struktur des aktiven
Zentrums der y-Carboanhydrase in Gegenwart von Zink nachahmen.l®”] Andere Studien ver-
wendeten kurze, selbstassemblierende Peptide, welche die katalytische Triade (Asp-His-Ser)

enthalten, um die katalytische Aktivitiit von Serinproteasen zu imitieren.'>!%) MONASTERIO

et al. stellten ein neues katalytisches aspartathaltiges Amyloid vor, das in metallabhéngi-
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ger Weise eine ATPase-dhnliche Aktivitit aufweist.'**! In einer weiteren Studie wird die be-
deutsame Rolle von Metallionen im Zusammenhang mit de novo entworfenen Peptiden unter-
sucht, bei der in Gegenwart von Cu?"-Ionen einerseits supramolekulare Strukturen gebildet
wurden und andererseits im Gegensatz zu anderen Metallionen die Oxidation von Dimethoxy-
phenol bevorzugt abliuft.!'%) Die Simplizitit des Aufbaus solcher katalytischen Amyloidfibril-
len kann bei der Entwicklung neuer Katalysator-Nanomaterialen genutzt werden. Aus dem glei-
chen Grund ist es vorstellbar, dass Amyloidfibrillen im Laufe der Evolution des Lebens als
katalytisches Material gedient haben konnten.[47-31:53:165-167]

Aufgrund der Tatsache, dass sich das Leben auf der Erde unter harschen Umweltbedingungen
in der Tiefsee entwickelt haben kann, sind Untersuchungen von biomolekularen Systemen unter
solchen Bedingungen und der entsprechenden Anpassungsmechanismen Gegenstand zahlrei-

1. [16:45.93.94.98,103.168] 1 Tiefseeorganismen wurde eine relativ hohe Kon-

cher aktueller Studie
zentration an Osmolyten gefunden, wie beispielsweise Trimethylamin-N-oxid oder Harn-
stoff.?>»I TMAO ist ein stabilisierendes Cosolvent, das durch den excluded volume Effekt die
kompakte native Faltung von Proteinen begiinstigt,!!%”! wihrend Harnstoff durch direkte Wech-
selwirkung mit dem Proteinriickgrat eine destabilisierende Wirkung auf Proteine hat.!?%!"% Au-
Berdem wird angenommen, dass TMAO den nachteiligen Druckeffekten auf biomolekulare
Systeme entgegenwirkt.[?’

Neben Osmolyten zeichnen sich biologische Zellen durch grole Mengen an Makromolekiilen
aus, die etwa 30 % ihres Gesamtvolumens ausmachen. Daher sollte ein solcher Effekt bei jeder
Diskussion iiber die Stabilitit und Funktionalitit von Enzymen beriicksichtigt werden.[2%171:172]
Weitgehend inerte, makromolekulare Crowder-Substanzen, wie die Polysaccharide Ficoll oder
Dextran, konnen verwendet werden, um die hohe intrazelluldre Konzentration von Makromo-
lekiilen zu simulieren.

Ziel dieser Studie war es, die Stabilitdt und Funktionalitit der de novo entwickelten, katalyti-
schen Amyloidfibrille (AF) Ac-IHIHIQI-CONH; in Abhéingigkeit der Temperatur und des
Drucks sowie in Abwesenheit und Gegenwart von Cosolventien und makromolekularen Crow-
dern zu untersuchen. Die Kenntnis der Auswirkungen extremer Umweltbedingungen auf die

katalytische Aktivitdt fibrillirer Systeme ist auch fiir den Einsatz in biotechnologischen Pro-

zessen, die oft unter harschen Bedingungen ablaufen, diskussionswiirdig.
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4.2 Probenpriparation, Peptidsynthese und Fibrillenbildung

Die verwendeten Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet. Tris-HCIl-Puffer
(pH = 8), welcher 25 mM Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) und 1 mM ZnCl; enthielt,
wurde zur Herstellung der Peptid- und Substratlosung verwendet. Fiir die Cosolvens- und
Crowder-Untersuchungen wurde die Pufferlosung mit 0.5 M TMAO, 1 M Harnstoff oder
25 gew.-% Ficoll ® PM70 hergestellt. Das Peptid Ac-IHIHIQI-CONH: (AF2) wurde von dem
interdisziplindren Zentrum fiir klinische Forschung (IZKF in Leipzig, Core Unit Peptid-Tech-
nologien) mit einer Reinheit von mindestens 98 % (w/w) synthetisiert. Die Amyloidfibrillen-
bildung wurde, wie bei RUFO et al.’"! ausfiihrlich beschrieben, folgendermafen ausgefiihrt:
Zunéchst wurde das Peptid in 10 mM Salzsdure geldst, um Stammldsungen mit einer Konzent-
ration von 1 mg mL"! herzustellen. 180 pL der Stammldsung wurden anschlieBend mit 20 pL
Isopropanol gemischt, gefolgt von der Zugabe von 1.8 mL Tris-HCI-Puffer (pH =8, 1 mM
ZnCl,). Um die Fibrillenbildung zu induzieren, wurde die Losung bei Raumtemperatur 3 Tage
lang inkubiert. Die Fibrillen wurden lyophilisiert und unmittelbar vor der Messung erneut in
Wasser gelost, um eine 0.1 mM Stammlosung zu erhalten. Das Substrat p-Nitrophenylacetat
(p-NPA) wurde in Acetonitril gelost, um eine 0.1 M Stammldsung herzustellen. Die Peptid-
und Substratlosungen wurden durch Verdiinnen der Stammldsungen mit den jeweiligen Puffer-
l6sungen erhalten, um die Zielkonzentration unmittelbar vor den Experimenten zu erreichen.
Fiir alle Messungen wurde die endgiiltige Konzentration der Amyloidfibrillen auf 15 pug mL™!
(~16 uM) festgelegt, wiahrend die Substratkonzentration von 100 bis 800 uM variiert wurde.
Die Endkonzentration von Acetonitril betrug in allen Reaktionsgemischen 2 % (v/v). Die en-
zymatische Reaktion von p-NPA unter Bildung des Produktes p-Nitrophenol (Abbildung 4-1),
wurde mithilfe der Hochdruck-Stopped-Flow-Apparatur (HPSF-56) verfolgt. Der molare Ex-
tinktionskoeffizient von p-NP bei 405 nm wurde experimentell mittels UV/Vis-Absorptions-
spektroskopie bestimmt (22 °C, & = 13930 M cm™). Der Druck wurde mithilfe einer Hoch-
drucksteuereinheit geregelt und schrittweise in 500 bar-Schritten von 1 bar auf 2000 bar erhoht.
Die Temperatur wurde mithilfe eines externen Umlaufwasserthermostat kontrolliert und kon-
stant auf 22 + 0.1 °C gehalten. Die druckabhingigen FTIR-Daten wurden mit einem Nicolet
Magna 550-Spektrometer aufgezeichnet, das mit einem MCT-Detektor ausgestattet ist. Fiir ein
ausreichend hohes Signal-Rausch-Verhiéltnis in der DAC-Zelle wurde in reinem DO eine Pro-
benkonzentration von 60 mg mL™!' gewihlt. Ein externer Umlaufwasserthermostat diente als

Temperaturkontrolle, um die Temperatur von 25 °C aufrechtzuerhalten. Nach jeder Druckén-
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derung wurde die Probe vor der Aufnahme eines IR-Spektrums 5 Minuten lang &quilib-
riert. Die Auswertung der Spektren erfolgte mittels der Thermo GRAMS-Software (siche Ka-
pitel 2.2.2 Experimentelles). Fiir die Analyse der IR-Schwingungen wurden zwei Spektralbe-
reiche untersucht, die Amid-1"-Bande (1580-1700 cm™) und die Alkan-Spektralregion (2850-
3000 cm™). Der erste Bereich ist mit C=0O-Streckschwingung der Aminoséiuren verkniipft, die
zweite Region bezieht sich auf die symmetrischen und asymmetrischen Schwingungen der in

den Aminosiureseitenketten vorhandenen Alkane (siehe Tabelle 2-1).[84173]

) v' R ) i
+ NZ 0
0 N\o- + H,0 1 mM ZnCl, , 22 °C o . /u\
A, -

Essigsdure
4-Nitrophenylacetat HN \ \ 4 Nltrophenol &
<\
N N
I H
)F ); )pi A 405 nm

Ac-IHIHIQI-CONH,

Reaktionsgleichung der Hydrolyse von 4-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol und Es-
sigsdure durch Ac-IHIHIQI-CONHo,. Bei der Ac-IHIHIQI-CONH:-katalysierten Reaktion von 4-Nitro-
phenylacetat werden die beiden Produkte Essigsdure und 4-Nitrophenol. Die Schemata der Amyloid-
fibrillen sind aus der Quellel®”), mit Genehmigung von Springer Nature © 2014, modifiziert worden.

4.3 Ergebnisse und Diskussion

Um die Druckstabilitidt der AF zu analysieren, wurden Hochdruck-FTIR-Experimente durch-
gefiihrt. Es ist bekannt, dass die Amid-I"-Bande (bei 1580-1700 cm™) empfindlich auf Verin-
derungen in der Sekundirstruktur von Proteinen reagiert.”>#*!173] Das FTIR-Spektrum der AF
(Abbildung 4-2) zeigt keine signifikanten Veranderungen der Amid-I'-Bande bei einem Druck-
anstieg bis zu 10 kbar, was auf eine hohe Persistenz der fibrillaren Struktur, selbst bei extremen
Driicken, hinweist. Die Hauptbande bei 1625 cm™ ist charakteristisch fiir das Vorhandensein

von intermolekularen [-Faltblidttern. Das Fehlen einer Bande im random coil-Bereich
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(1645 cm™) deutet darauf hin, dass die Amyloidfibrillen im gesamten untersuchten Druckbe-
reich stabil bleiben. Die geringfiigigen, druckinduzierten Verschiebungen sind nur auf eine
elastische Verschiebung der Schwingungsmodi zuriickzufiihren. Dies gilt auch fiir die symmet-
rischen und asymmetrischen Schwingungsbanden der CH»- und CH3-Gruppen der Seitenket-
tenschwingungen der Aminosiuren (H, I, Q), die im Spektralbereich von 2850-3000 cm™ zu
beobachten sind. Die hohe Druckstabilitét ist wahrscheinlich auf die Tatsache zuriickzufiihren,
dass die Packung der Aminosduren in den AF weitgehend frei von Hohlraumvolumen ist, was

als ein Hauptgrund fiir die druckinduzierte Entfaltung von Proteinen angesehen wird.[19%:174]

0.02F
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A/ au.
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1680 1640 1600 1560
¥/ cm’!
Druckabhingige FTIR-Spektren der Amyloidfibrillen in der Amid-1"-(1520-1700 cm™)
und Alkan-(2850-3000 cm™) Spektralregion (6 gew.-% AF, 25 °C, bis 10 kbar).

2960 2920 2880

Bei allen Pufferzusammensetzungen kann der Verlauf der 4A40sum (£) durch MICHAELIS-MEN-
TEN-Diagramme beschrieben werden. Dabei ist bei den verwendeten hohen Substratkonzentra-
tionen die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion, vo [E]"!, annihernd proportional zur Wech-
selzahl, kear. Wie in Abbildung 4-3 deutlich gezeigt ist, steigt vo [E]"' mit zunehmendem, hyd-
rostatischem Druck an, was auf eine Erh6hung der enzymatischen Aktivitit durch ein negatives
Aktivierungsvolumen (Gleichung 2-6) hinweist. Durch den Vergleich der MICHAELIS-MEN-

TEN-Kurven in reiner Pufferlosung mit denen in Gegenwart von 0.5 M TMAO oder 25 gew.-%
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Ficoll PM70, welches die zelluldren Crowding-Bedingungen nachahmen soll, wird eine zusétz-
liche signifikante Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet. Im Gegensatz dazu
zeigt 1 M Harnstoff im Vergleich zum reinen Puffer keine deutlichen Verdanderungen in der

Reaktionsgeschwindigkeit.

= 1 bar Tris Puffer ® 1bar Tris Puffer + 0.5 M TMAO
® 500 bar ® 500 bar
0.12}+ ¢ 1000 bar 4 1000 bar 4
A 1500 bar A 1500 bar
® 2000 bar ® 2000bar
» 009} 1
~
)
—— 0.06} d
>O
0.03F b
¥ ®
—8— |
0.00 t + + t t t t +
m 1bar Tris Puffer + 1 M Harnstoff m 1bar Tris Puffer + 25 gew.-% Ficoll PM70
® 500 bar ® 500 bar
0.12} ¢ 1000 bar & 1000 bar J
A 1500 bar A 1500 bar
® 2000 bar @ 2000 bar
» 009} 1
L
)
— 0.06 f
>O
0.03 E

0.0 02 04 06 038 02 04 06 08
Csupstrat/ MM Csubstrat/ MM
Abbildung 4-3: MICHAELIS-MENTEN-Diagramme der enzymatischen Aktivitdt der Amyloidfibrillen bei
verschiedenen Substratkonzentrationen, csusiai, Und Driicken bei 22 °C. Reiner Puffer (Tris) ohne Os-
molyt oder Crowder (grau), Puffer + 0.5 M TMAO (griin), Puffer + 1 M Harnstoff (rot) und Puffer + 25
gew.-% Ficoll PM70 (blau).
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0.6 F I Tris Puffer J
I + 1 M Harnstoff

- [l + 0.5 M TMAO
Il + 25 gew.-% Ficoll PM70

1 500 1000 1500 2000

p / bar

Abbildung 4-4: Druckabhangigkeit der kinetischen Parameter MICHAELIS-Konstante, K, katalytische
Wechselzahl, k.., und katalytische Effizienz, kc./Kwm, der AF-katalysierten Hydrolysereaktion von
PNPA in verschiedenen Puffer-/Osmolytlosungen bei 7= 22 °C.

Abbildung 4-4 veranschaulicht die entsprechenden, kinetischen Parameter: Die MICHAELIS-
Konstante Ky, die Wechselzahl kca, und die katalytische Effizienz kc./Km der Reaktion fiir alle
aufgefiihrten Bedingungen bei 7= 22 °C. Ky nimmt mit steigendem Druck im Tris-Puffer leicht
zu, d. h. die Affinitédt des Substrats verringert sich mit zunehmendem Druck geringfiigig. Nach
Zugabe von 0.5 M TMAO und 25 gew.-% Ficoll PM70 steigt der Km-Wert um den Faktor zwei

50



Druck- und Cosolvens-Modulation der katalytischen Aktivitdt von Amyloidfibrillen
4.3 Ergebnisse und Diskussion

bis drei bei einer Druckerhhung von einem bis 2000 bar, wohingegen 1 M Harnstoff keinerlei
oder nur einen geringen Einfluss auf Ky hat. Bemerkenswert ist, dass kca und kca/Kn fiir alle
Losungsbedingungen bei Kompression des Systems signifikant ansteigen. Insbesondere nimmt
die Wechselzahl um das fiinf- bis zwdlffache zu, wobei die groBten Werte fiir 0.5 M TMAO
und 25 gew.-% Ficoll PM70 ermittelt werden konnten. Die katalytische Effizienz kca/Kwm steigt
in dem gemessenen Druckbereich bis 2000 bar um den Faktor zwei bis fiinf an, wobei die groB3-

ten Anderungen fiir 0.5 M TMAO und 1 M Harnstoff beobachtet werden konnten.

-10

—
n

AV #/ em® mol’!

25 F

| I Tris Puffer

B + | M Harnstoff

=30 -l + 0.5 M TMAO

L Il -+ 25 gew.-% Ficoll PM70
| |

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
CSubstrat / mM
Abbildung 4-5: Aktivierungsvolumen in Abhéngigkeit der Substratkonzentration (pNPA) fiir alle Puf-
fer-/Osmolytlosungen: Tris-Puffer ohne Osmolyt oder Crowder (grau), Puffer + 0.5 M TMAO (griin),
Puffer + 1 M Harnstoff (rot) oder Puffer + 25 gew.-% Ficoll PM70 (blau).

In Abbildung 4-5 ist das Aktivierungsvolumen der AF-Reaktion in Abhingigkeit der Substrat-
konzentration fiir die verschiedenen Pufferldsungen dargestellt. AV7 liegt in der GroBenordnung
von -12 bis -29 mL mol'!. Die negativen Werte weisen auf eine geringere Kompression des
Peptid-Substrat-Komplexes (ES) im Vergleich zum Ubergangszustand (ES?) hin. Im Gegensatz
zu hohen Substratkonzentrationen, bei denen vo X kcar gilt und das Enzym durch das Substrat
gesittigt ist, hingt das Aktivierungsvolumen bei niedrigen Substratkonzentrationen auch vom
Kwu-Wert ab, wobei AV” die Volumeninderung der Substratbindung miteinbezieht (siche Ab-
bildung 4-6)."! Die Aktivierungsvolumina der Reinpuffer-, 0.5 M TMAO- und 25 gew.-%
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Ficoll-PM70-Losungen nehmen mit zunehmender Substratkonzentration (5-7 mL mol™') ge-
ringfligig ab, was darauf hindeutet, dass die Bildung des ES-Komplexes mit einer Volumenzu-
nahme verbunden ist. AuBerdem konnte in einer vorherigen Studie von LUONG!!'7*) gezeigt wer-
den, dass auch mit zunehmender Temperatur die AF-katalysierte Hydrolyse-Reaktion beschleu-
nigt wird. Eine Erh6hung der Temperatur von 22 °C auf 38 °C erhoht die Reaktionsgeschwin-
digkeit um mehr als das Zweifache, wobei die ARRHENIUS-Aktivierungsenergie in der Grofen-

ordnung von 60 kJ mol™! liegt.!7!

4 . - ‘ =
_ $"Q\f‘? P b{{}{ ‘ o 0 4 ‘
— . 9 /
ES L
o) E+S
g L0 Y A, .
E+P .
G — AVZx,,
= ATG
‘ *X.
5’2‘ : "‘ y v
N | ‘V 5 ES:
Reaktionsverlauf

Schematische Darstellung des Volumenprofils der enzymatischen Reaktion (E = Enzym,
S = Substrat, ES = Enzym-Substrat-Komplex, ES* = Ubergangszustand, P = Produkt), wobei der stei-
gende Druck die Produktbildung begiinstigt.

4.4 Zusammenfassung

Die Studie hat gezeigt, dass hoher hydrostatischer Druck die Produktumwandlung durch eine
stirkere Kompression des Ubergangszustands (ES”) gegeniiber dem Enzym-Substrat-Komplex
(ES) begiinstigen kann. Im Allgemeinen fiihrt eine Druckperturbation zu Zustinden, die ein
geringeres molares Teilvolumen aufweisen. Der Ubergangszustand ist fiir alle Losungsbedin-
gungen kompakter als der ES-Komplex, was auf eine Abnahme des Hohlraumvolumens und/o-
der der Hydratation polarer und geladener Reste (Elektrostriktionseffekt) im Ubergangszustand

zuriickgefiihrt werden kann.
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Bemerkenswerterweise brachten die Cosolvens-Studien einen zusitzlichen positiven Effekt auf
die Wechselzahl und die katalytische Effizienz fiir TMAO und dem Crowder Ficoll zum Vor-
schein. Neben den katalytisch aktiven Amyloidfibrillen wurde gezeigt, dass Cosolventien und
Druck die Fahigkeit besitzen, die enzymatische Aktivitit auch von grofleren nativen Enzymen,
wie zum Beispiel o-Chymotrypsin, zu verbessern.*%168175:176l TMAQ ist ein bekannter Stabili-
sator von Proteinen und wirkt durch bevorzugten Ausschluss von der Proteingrenzflache und
entsprechender Verstiarkung des Netzwerkes von Wasserstoffbriickenbindungen an der Protein-
grenzfliche. Ein solcher Effekt kann zu einem noch geringeren ES*-Volumen und somit zu
einem negativeren AV7-Wert fiihren. Die Crowder-Substanz Ficoll PM70 kann in #hnlicher
Weise wirken. Sowohl Cosolute als auch Druck fiihren zu einer Erh6hung von Kv, was auf eine
Abnahme der Bindungsaffinitiit hindeutet. Ein solcher Effekt kann auf geringfiigige Anderun-
gen der Enzym-/Substrat-Hydratation und kleinrdumigen Verdnderungen der Bindungstasche
des Enzyms und seiner Flexibilitit zuriickgefiihrt werden. Harnstoff, von dem bekannt ist, dass
dieser schwach an der Proteingrenzfliche bindet, hat bei solch niedrigen Konzentrationen
(0.5 M) keinen signifikanten Einfluss auf die enzymatischen Parameter. Aufgrund der hohen
Komplexitit des Systems untersuchten nur sehr wenige Studien den Einfluss des makromole-
kularen Crowdings auf die Reaktionskinetiken in silico. Im Falle einer diffusionskontrollierten
Reaktion fiihrt die Verringerung der Diffusion zu einer reduzierten Reaktionsgeschwindigkeit
aufgrund von Kollisionen mit den Crowder-Molekiilen sowie gegenseitigen Wechselwirkun-
gen ab.7l Zusitzlich ist die Wahrscheinlichkeit einer reaktiven Begegnung relativ gering, diese
auch als anisotrope Reaktivitdt bezeichnet wird. Kifigeffekte von Crowdern, die die Reaktan-
den in der Nihe halten, wirken diesem Effekt entgegen.!'’”! Daher kann sich die Reaktionsge-
schwindigkeit durch eine hohere Wahrscheinlichkeit der Neuausrichtung und der Rekollision
erhohen,177:178]

Langfristig konnen molekulare Simulationen, mdglicherweise mittels druck-/16sungsmittelan-
gepassten Kraftfeldern, helfen, unser Verstdndnis von Enzymen unter kombinierten Tempera-
tur-Druck-Cosolvens-Bedingungen zu verbessern. Die theoretische Behandlung von AF-Enzy-
men ist aufgrund der betrachtlichen Systemgrofle sehr schwierig. Um unser mechanistisches
Verstindnis der Auswirkungen des Drucks auf Zinkmetalloenzyme zu verbessern, wurde da-
her eine Zink-Finger-Hydrolase mit 22 Resten unter Verwendung einer Kombination aus klas-
sischer MD-Simulation und QM/MM-Berechnungen der freien Energie untersucht.!'*” Tat-

sdchlich stimmen die experimentellen Ergebnisse mit den rechnerischen iiberein, die darauf
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hindeuten, dass der Ubergangszustand kompakter ist als der Reaktandenzustand und dieser
auch mit einem Carboanhydrase-&hnlichen Mechanismus vereinbar wére.

Wie hier gezeigt wurde, konnen aufgrund der hohen Druck- und Temperaturstabilitit kataly-
tisch aktiver Amyloid-Fibrill-Strukturen in Verbindung mit optimierten Cosolvens- und Crow-
der-Gemischen deutlich hohere Umsatzzahlen pro Molekulargewicht bei gleichzeitig hoher
Langzeitstabilitidt des Enzyms erreicht werden. SchlieBlich kdnnen solche Studien dazu beitra-
gen, einen Zusammenhang zwischen der Entstehung der Proteinkatalyse wéhrend der Evolution
proteinartiger Enzyme herzustellen, die in der Tiefsee begonnen haben konnte, wo Driicke bis

zu 1 kbar herrschen und viele Lebensformen auch heute noch existieren.
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5. Stabilitit des Chaperonin-Systems GroEL/GroES unter extremen Umge-

bungsbedingungen

5.1 Einleitung

Chaperonine stellen eine wichtige Klasse von Proteinen in biologischen Organismen, wie Ar-
chaeen, Bakterien und Eukarya, dar, die eine wesentliche Rolle bei der Unterstiitzung der Pro-
teinfaltung spielen, indem sie die naszierenden Proteine in einem ATP-gesteuerten Mechanis-
mus voriibergehend einkapseln, um eine Fehlfaltung oder Aggregation zu verhindern. Dariiber
hinaus kann der stressinduzierten Denaturierung von Proteinen entgegengewirkt werden, indem
das Chaperonin die korrekte Riickfaltung unterstiitzt.[**!7-18! Hier untersuchten wir den tem-
peratur- und druckinduzierten Einfluss auf die Konformationsstabilitdt des Hitzeschockprotein
(Hsp)-Komplexes GroEL-GroES von Escherichia coli (Abbildung 5-1a), der zu den Chapero-
ninen der Gruppe I gehort. Chaperonine sind, wie der GroEL-GroES-Komplex, oligomere Pro-
teine, die aus einer groBen Doppelringstruktur bestehen und einen zentralen Hohlraum besitzen.
Der deckelartige Cofaktor GroES besteht aus sieben identischen 10 kDa-Untereinheiten, die zu
einem Heptamer-Ring zusammengesetzt sind und die Enden des GroEL-Zylinders verschlie-
en. Zwei heptamere Ringe von GroEL (jede Untereinheit enthélt ~ 57 kDa) bilden den Hohl-
raum und legen hydrophobe Aminoséurereste fiir die Bindung von Faltungszwischenprodukten
frei. Jede Untereinheit kann in eine apikale, eine intermedidre und dquatoriale Doméne unter-
teilt werden, die unterschiedliche Funktionen wihrend des Reaktionszyklus haben.!*17-182] [m
ersten Schritt des Reaktionszyklus (Abbildung 5-1b) bindet das nicht-native Protein an das freie
Ende eines GroEL-GroES-Komplexes. Die ATP-vermittelte Konformationsdnderung jeder Un-
tereinheit von GroEL (hellgriin) und die Bindung von GroES fiihrt zur Einkapselung des Pro-
teins. Innerhalb des Chaperonin-Nanokafigs erfolgt die Faltung, wihrend fiir die ATP-Hydro-
lyse an jeder Untereinheit des heptameren Rings (purpur) etwa 2-10 Sekunden vergehen. Die
ATP-Bindung an dem gegeniiberliegenden Ring veranlasst die Freisetzung von GroES und des
gefalteten Proteins, wodurch der Proteinfaltungszyklus des Chaperonin-Systems abgeschlossen
wird. Im Falle einer unvollstindigen Faltung des Proteins wird es sich nach der Freisetzung

wieder neu binden [#4179:181-184]
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Sekundarstrukturdarstellung des GroEL-GroES-Komplexes (PDB: 3WVL),
Schema des Reaktionszyklus des GroEL-GroES-Systems.
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Wihrend des Translationsprozesses von Proteinen helfen Chaperonine neben der Qualitdtskon-
trolle auch bei der korrekten Riickfaltung denaturierter Proteine.

Aber wie steht es um die Stabilitdt des Chaperonin-Systems selbst unter extremen Umgebungs-
bedingungen? Bisher wurde nur eine Reihe von biochemischen und strukturellen Studien
durchgefiihrt, in denen die Auswirkungen von Salzen, Liganden und Temperatur untersucht
wurden.["#-1%91 Uber die Auswirkung des Drucks auf die Stabilitit des Chaperonin-Systems ist
fast nichts bekannt. Ein groBer Teil der globalen Biosphére liegt in der Tiefsee und am Meeres-
grund bei Driicken von bis zu 1 kbar.[*>7-190.191] Tatssichlich wurde kiirzlich gezeigt, dass ma-
rine Sedimente einen der groBBten mikrobiellen Lebensraume der Erde darstellen, sogar bis zu
etwa 2 km unter dem Meeresboden, wo neben hohem Druck auch steigende Temperaturen an-
zutreffen sind.!'*!) Interessanterweise wurde eine relativ hohe Konzentration bestimmter Osmo-
lyte, wie Trimethylamin-N-oxid (TMAO), in Zellen von Tiefseeorganismen gefunden, von de-
nen angenommen wird, dass sie Zellen und Proteine vor einem druckinduzierten Funktionsver-
lust schiitzen.[2*93:192193] Daher sind hydrostatische Hochdruck (HHP)-Studien an biomoleku-
laren Systemen Voraussetzung fiir das Verstindnis des gegenwértigen und evolutionér jungen
Lebens in der Tiefsee, einer Umgebung, die auch der potenzielle Geburtsort des Lebens auf der
Erde ist.[*>*6] Bemerkenswerterweise ist nur sehr wenig iiber die Druckstabilitit des Chapero-
nin-Systems und die Auswirkung von Cosoluten auf dessen Stabilitét bekannt. Es ist jedoch
erwiesen, dass das Expressionslevel in E. coli nicht nur durch Temperaturstress, sondern auch
unter hohem Druck hochreguliert wird.[*>1%%194 HOROWITZ et al. untersuchten die Dissoziation

von GroEL und GroES in Gegenwart von Mg?* und Nukleotiden in Abhiingigkeit des Drucks
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unter Verwendung von Lichtstreumessungen, die auf eine Dissoziation der Oligomere um
2 kbar hinwiesen.!'”>17) Dariiber hinaus haben verschiedene, chaotrope Cosolventien, wie
Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid, einen negativen Einfluss auf die Stabilitdt beider
Proteine gezeigt.['”®! In dieser Studie wurde die Thermo- und Piezostabilitit von GroEL, GroES
und dem GroEL-GroES-Komplex in Gegenwart von Cosolventien und Salzen mittels quantita-
tiver FTIR-Spektroskopie, erginzt durch Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS), genauer unter-

sucht.

5.2 Probenpréparation

GroEL- und GroES-Gene (von Dr. M. HAYER-HARTL und deren Arbeitsgruppe (MPI Bioche-
mistry Miinchen) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt) wurden in pET-11a-Vektor mit-
hilfe von Restriktionsenzymen eingefiigt. Die Expressionsplasmide wurden mit Hilfe der Hit-
zeschockmethode in Escherichia coli BL21 (DE3)-Codon plus RIPL-kompetenten Zellen
(Agilent Technologies) transformiert, anschliefend in LB-Medium mit Ampicillin und Chlora-
mphenicol vermehrt und iiber Nacht inkubiert. Nach Erreichen eines ODgoo nm-Wertes von 0.5
wurde die Proteinexpression mit 1 mM IPTG (Isopropyl B-D-thiogalactopyranosid) induziert.
Nach 3 Stunden wurden die Zellen bei 4 °C und 6000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert.
Die erhaltenen Zellpellets wurden in Reinigungspuffer (50 mM Tris-HCI-Puffer, pH = 7.5,
20 mM NaCl, 1 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) und 1 mM DTT (Dithiotheirol))
resuspendiert. Anschliefend wurde der Losung Proteaseinhibitor, DNase und Lysozym zuge-
setzt, sonifiziert und daraufhin bei 25000 Umdrehungen pro Minute bei 10 °C zentrifugiert. Fiir
die Aufreinigung von GroEL wurde der Uberstand in eine HiTrapQHP-Séule (GE Healthcare)
tiberfiihrt, mit 12 %-igem Reinigungspuffer, der 1 M NacCl enthielt, gewaschen und schlieBlich
tiber 150 mL mit einem linearen Gradienten von 0 % bis 100 % eluiert (Reinigungspuffer plus
1 M NaCl). Unter Verwendung der SDS-PAGE wurde das Protein identifiziert, die Fraktionen
gesammelt und der GeFi Superdex 75 26/600-Siule zugegeben, die mit Reinigungspuffer dqui-
libriert wurde und 250 mM NacCl enthielt. Das Protein GroEL wurde darauthin mittels SDS-
PAGE erneut identifiziert (Abbildung i-1), Fraktionen gesammelt und bei -80 °C eingefroren.
Bei der Aufreinigung von GroES wurde der Uberstand zu der HiTrapQHP-Séule zugegeben,
mit 5 % Reinigungspuffer, der 0.5 M NaCl enthielt, gewaschen und schlieBlich iiber 150 mL
mit einem linearen Gradienten von 0 % bis 100 % (Reinigungspuffer + 0.5 M NaCl) eluiert.

Die Proteinreinheit wurde mittels SDS-PAGE verifiziert, die Fraktionen vereinigt und zu der
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GeFi Superdex 75 26/600-Sdule zugegeben, die mit Reinigungspuffer (+ 250 mM NaCl) dqui-
libriert wurde. Dann wurde GroES iiber die SDS-PAGE erneut identifiziert, Fraktionen gesam-
melt und bei -80 °C eingefroren.

Fiir den H/D-Austausch, der fiir die FTIR-spektroskopischen Untersuchungen bei Proteinen
benotigt wird, wurden GroEL und GroES mit Amicon Ultra-Zentrifugationseinheiten mit einer
Porengrofe von 10 kDa bzw. 5 kDa gegen D0 dialysiert und anschlieend lyophilisiert. Unter
Berticksichtigung des Einflusses von Temperatur und Druck auf den pH-Wert wurde fiir die
FTIR-Messungen 50 mM Phosphatbuffer bzw. 50 mM Tris-Puffer gewéhlt. Beide Puffer haben
einen pD-Wert von 7.5, der durch Zugabe von DCIl oder NaOD eingestellt wurde. Hier be-
schreibt Puffer A das reine Puffersystem, wihrend Puffer B zusétzlich 100 mM KCIl enthiilt.
Alle Chemikalien wurden von Sigma Aldrich erworben und ohne weitere Aufreinigung ver-
wendet. Fiir die FTIR-Messungen wurden wasserfreies Trimethylamin-N-oxid (TMAQO) und
isotopen-markierter '*C-Harnstoff verwendet, um eine Uberlappung der Amid-1"-Bande mit der
IR-Absorption der Deformationsschwingung von H>O oder der asymmetrischen Streckschwin-
gung des CO von Harnstoff zu vermeiden. Fiir die FTIR-Experimente wurde eine Proteinkon-
zentration von 15 mg mL! gewihlt. Informationen zur Messmethode sowie zur Analyse der
FTIR-Daten kdnnen aus Kapitel 2.2.2 Experimentelles entnommen werden.
SAXS-Messungen bei Atmosphirendruck und 25 °C wurden an einer Anton Paar SAXSess
mc2-Station unter Verwendung eines monochromatischen Rontgenstrahls von MiMi GAO
durchgefiihrt. Hierbei wurden 20 pL mit einer Proteinkonzentration von 15 mgmL™! in die
Quarzkapillare (uCell von Anton Paar) gefiillt. Das verwendete Anodenmaterial der Rontgen-
rohre besteht aus Kupfer, dessen Ko-Strahlung (A = 1.54 A) mittels eines Monochromators ge-
nutzt wurde. Zur Detektion wurden Imaging Plates verwendet. Die Streumuster wurden iiber
30 Minuten pro Bild gesammelt und die Daten wurden mit 2D-SAXSquant und SAXS Quant
weiterverarbeitet und analysiert. Ferner wurde der Hintergrund der Kapillare sowie des Puffers
von den Daten subtrahiert und die Streukurven mit dem Streuldngenprofil entschmiert. Druck-
abhéngige SAXS-Messungen wurden an der Beamline BL9 der Synchrotronstrahlungsanlage
DELTA (Dortmund) mit einer selbstgebauten Hochdruck-Probenzelle mit flachen Diamant-
fenstern durchgefiihrt.['*2%! Die Energie des Réntgenstrahls betrug 10 keV, was einer Wel-
lenlinge von A= 1.2 A entspricht. Ein Bildplattendetektor (MAR345, d = 345 mm, 100 pm
Pixelgrofe) wurde 15 Minuten pro Messung im jeweiligen Druckbereich von 1 bis 3500 bar

bei 50 °C belichtet. Silberbehenat wurde verwendet, um den Wellenvektoriibertrag O der Ront-
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genstrahlen zu kalibrieren, der durch O = (4n/A) sin(d) gegeben ist, wobei 4 die Wellen-
lange der Rontgenstrahlen und 26 der Streuwinkel ist. Der GroEL-GroES-Komplex (Molver-
hiltnis 1:2) wurde frisch in 50 mM Tris-Puffer, der 10 mM MgCl,, 100 mM KCI und 3 mM
ATP enthielt, hergestellt. Die erhaltenen Daten wurden mit fit2D, matlab und SAXSutilities
von MIMI GAO ausgewertet.!?*?] Die Paar-Abstandsverteilungsfunktion p(r), die von der Parti-
kelform und der Verteilung der Streuzentren innerhalb der Teilchen abhingt, ist durch die in-
direkte FOURIER-Transformation der gemessenen Streuintensitét /(Q) gegeben. Diese Funktion
ermdglicht es, die GroB3e und Form des Streupartikels im mittleren O-Bereich zu charakterisie-
ren. Hierbei muss gelten, dass die Inhomogenitéten innerhalb des Teilchens klein sind. Fiir ein

Teilchen mit gleichméBiger Elektronendichte gilt:

r2 [ 10) sin(Qr)

ﬁo Qr

p(r) = 4mQ*dQ

Die Funktion p(r)dr stellt die Haufigkeit der Vektorldnge » dar, die kleine Volumenelemente
innerhalb des Volumens des streuenden Teilchens, d. h. des Proteinmolekiils, mit dem maxi-
malen Distanz, Dmax, verbindet, und erlaubt es, die Grée und Form des streuenden Teilchens
zu charakterisieren. Die p(r)-Funktion wurde nach der Methode von SVERGUN unter Verwen-

dung des ATSAS-Softwarepakets berechnet.[>*!

5.3 Ergebnisse und Diskussion

SAXS-Messungen wurden durchgefiihrt, um die Struktur von GroEL, GroES und des gesamten
Chaperonin-Systems (GroEL : GroES 1 : 2 Mol-.%) zu verifizieren (Abbildung 5-2a). Abbil-
dung 5-2a zeigt die SAXS-Intensititsprofile 7 (Q) und Abbildung 5-2b die entsprechenden Paar-
Abstandsverteilungsfunktionen p(r) von GroEL, GroES und dem GroEL-GroES-Komplex in
Gegenwart von 3 mM ATP in wissriger Pufferlosung bei 25 °C und Atmosphirendruck. Die
gemessenen Streukurven stimmen mit den Literaturdaten iiberein?* und bestitigen die Mono-
dispersitit der Proben, sowie deren korrekte Struktur. Die maximale Distanz im GroES-Mole-
kiil betrdgt etwa 10 nm und die des GroEL-GroES-Komplexes etwa 17.5 bis 20 nm (Abbildung
5-2b,d) und ist in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten fiir den asymmetrischen Chapero-
nin-Komplex, von dem bekannt ist, dass er unter diesen und auch physiologischen Bedingungen

vorwiegend vorliegt.[?*
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Abbildung 5-2: a) SAXS-Intensitdtskurven /(Q) und b) die Paarabstandsverteilungsfunktion p(») von
GroEL (15 mg mL™!, schwarz), GroES (15 mg mL"!, blau) und dem GroEL-GroES-Komplex (Molver-
haltnis 1:2, in Gegenwart von 3 mM ATP, rot) in wissriger Losung (50 mM Tris-Puffer, 100 mM KCl,
10 mM MgCl,, pH = 7.5) bei Raumtemperatur (7 = 25 °C). c¢) Druckabhingige SAXS-Kurven und d)
die Paarabstandsverteilungsfunktion p(r) des GroEL-GroES-Komplexes (GroEL: 25 mg mL™ und
GroES: 4.5 mg mL™") in wissriger Losung (50 mM Tris-Puffer, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,, pH = 7.5).
Kreisformige Symbole reprasentieren experimentelle Daten und durchgezogene Linien in a) sind Fits,
die die FOURIER-Transformationen von p(r) darstellen. Aufgrund der starken Hintergrundstreuung
durch die Hochdruckzelle und des kleinen Q -Bereichs erscheinen die p(r)-Daten in (d) im Vergleich zu
denen in den Quarzkapillaren bei 25 °C und Atmosphirendruck gemessenen etwas verrauscht (b).
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Abbildung 5-2c zeigt die SAXS-Profile des GroEL-GroES-Komplexes in Gegenwart von
3 mM ATP sowie in Abhdngigkeit des hydrostatischen Drucks und Abbildung 5-2d die ent-
sprechenden Paarabstandsverteilungsfunktionen, p(r). Wie deutlich zu erkennen ist, werden fiir
die Form des Chaperonin-Komplexes die typischen Minima der /(Q)-Kurve bei einer Kompres-
sion lber 2 kbar hinaus weniger ausgeprigt und verschwinden schlieBlich bei 3.5 kbar. Die
damit einhergehende Abnahme der Streuintensitdt mit zunehmendem Druck ist auf eine druck-
induzierte Abnahme des Elektronendichtekontrasts zwischen Probe und Lésungsmittel zu er-
kldren, die auf einen drastischen Anstieg der Elektronendichte des Wassers bei hohen Driicken
zuriickzufiihren ist. Die in der p(r)-Funktion beobachteten deutlichen Anderungen deuten auf
eine Dissoziation des GroEL-GroES-Komplexes bei Driicken iiber etwa 2 kbar hin, was mit
den Schlussfolgerungen auf der Grundlage indirekter Messungen unter Verwendung der Licht-
streumethode vereinbar ist.['”] Selbst oberhalb von 3.5 kbar wird keine vollstindige Dissozia-
tion in Monomere beobachtet, wie aus der Steigung von /(Q) und der Form der p(r)-Funktion
abgeleitet werden kann, die Riickschliisse auf erweiterte 2D-Arrays von Proteinanordnungen

zulassen.

Um Aussagen iiber die Sekundérstrukturdnderungen des Chaperonin-Systems {iber einen wei-
ten Temperatur- und Druckbereich treffen zu kénnen, wurde die FTIR-Spektroskopie einge-
setzt. Abbildung 5-3 zeigt den Temperatureinfluss auf die Amid-I"-Bande von GroEL und
GroES im reinem Puffersystem und die entsprechenden Verdnderungen der Sekundarstruktur-
anteile. Details der Zuordnung und Bandenanpassung zur Bestimmung der verschiedenen Se-
kundarstrukturelemente sind in Abbildung i-2 dargestellt. Die normierte Amid-I"-Bande von
GroEL in Abhédngigkeit der Temperatur (Abbildung 5-3a) zeigt eine breite Bande bei
~1650 cm™, die mit steigender Temperatur abnimmt, wihrend zwei neue Peaks bei
~ 1618 cm™ bzw. ~ 1683 cm™! auftreten. Diese beiden Banden sind fiir die Aggregation bei der
Entfaltung von Proteinen bei hoher Temperatur charakteristisch und kdnnen den intermoleku-
laren B-Faltblittern zugeordnet werden. Basierend auf dem Anpassungsverfahren liegen die
wichtigsten sekundiren Strukturkomponenten (a-Helices: ~ 39 %, intramolekulare B-Faltblat-
ter: ~ 23 %) bei 25 °C und Atmosphirendruck in ziemlich guter Ubereinstimmung mit den

11205

Literaturwerte I Die beobachteten kleinen Abweichungen, wie z. B. im Vergleich zu den

112061 konnen eventuell auf unterschiedliche Absorp-

kristallographischen Daten von BRAIG ef a
tionskoeffizienten der Sekundédrstrukturelemente zurlickgefiihrt werden. Hier werden haupt-
sichlich die relativen Anderungen betrachtet und diskutiert. Die Amid-I"-Bande zeigt keine
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signifikanten Verdnderungen zwischen 25 °C und 65 °C. Oberhalb von 65 °C beginnt die ther-
mische Entfaltung von GroEL, die mit einer Abnahme der Anteile an a-Helices (~-10 %) und
ungeordneten Strukturen (~ -7 %) und Zunahme der intermolekularen B-Faltblatter (~ +13 %)
einhergeht. Mithilfe des BOLTZMANN-Fits (Gl. 2-10) konnte die Entfaltungstemperatur und die
VAN'T HOFF-Enthalpiednderung bei (teilweiser) Entfaltung des Proteins ermittelt werden (7=
69.1 £ 0.2 °C; AH®,,, = 1000 £ 60 kJ mol ™). Die Entfaltungstemperatur stimmt mit den Er-
gebnissen der Literatur iiberein, die angibt, dass die Denaturierung von GroEL zwischen 65 und
70 °C auftritt.””) Der AH®,y-Wert ist jedoch wegen der Irreversibilitit der hitzeinduzierten
Proteinentfaltung und des anschliefenden Aggregationsprozesses mit Vorsicht zu behandeln.
Das heif3t, er gibt keine wahren thermodynamischen Daten wieder und dient nur zum Vergleich
mit den ermittelten AH®,z-Werten in Gegenwart verschiedener Salze, Nukleotide und Cosol-
ventien (Tabelle i-5).

Im Gegensatz zu GroEL zeigt die normierte Amid-I"-Bande von GroES eine breite Bande bei
~ 1640 cm™ (Abbildung 5-3b), was auf eine unterschiedliche Verteilung der Sekundirstruktu-
relemente hinweist. Bei steigender Temperatur wird vor der Aggregation einerseits eine Ab-
nahme des Hauptpeaks und andererseits ein deutlicher Strukturiibergang beobachtet (dies ist in
Abbildung 5-3b durch den Ubergang von tiirkis nach orange gekennzeichnet). Die Aggregation
selbst wird wiederum durch das Auftauchen der Peaks der intermolekularen B-Faltblatter ange-

zeigt wird, die bei ~ 1617 cm™! bzw. ~ 1684 cm™! erscheinen.
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Temperaturabhéngige FTIR-Absorptionsdaten von GroEL und GroES in reinem Puffer
bei Atmosphirendruck. 2) Temperaturabhingige Anderungen des normierten Amid-I"-Bandenbereichs
von GroEL und c) entsprechende Anderungen der Sekundirstrukturelemente: intermolekulare p-Falt-
blitter (1683 cm!, grau); Schleifen (1672 cm™, blau); a-Helices (1654 cm™, rot); ungeordnete Struktu-
ren (1642 cm™, griin); intramolekulare B-Faltblatter (1636 cm™, violett); intermolekulare B-Faltblétter
(1618 cm!, orange) und Seitenketten (1612 cm’, schwarz). b) Druckabhiingige Anderungen des nor-
mierten Amid-I"-Bandenbereichs von GroES und d) entsprechende Anderungen der Sekundérstruktu-
relemente: intermolekulare B-Faltbldtter (1685 cm!, grau); Schleifen (1672 cm™, blau); a-Helices
(1654 cm’!, rot); ungeordnete Strukturen (1641 cm™!, griin); intramolekulare B-Faltblitter (1630 cm’!,
violett); intermolekulare B-Faltblitter (1618 cm™, orange) und Seitenketten (1612 cm’!, schwarz). Linien
zeigen die BOLTZMANN-Anpassung an die experimentellen Daten unter Verwendung von Gl. 2-10.

GroES weist bei 25 °C und Umgebungsdruck einen hohen Gehalt an Zufallsknduel (~ 29 %)
und intramolekularen B-Faltblatter (~ 23 %) auf, wohingegen der Anteil der a-Helices viel ge-
ringer ist als bei GroEL. VALENCIA et al. berichteten iiber &dhnliche Werte fiir die Sekun-

(2081 In dem Temperaturbereich von 25 °C bis 70 °C weist die Sekun-

dérstrukturelemente.
dérstruktur von GroES keine signifikante Anderung auf. Oberhalb von 70 °C findet ein Struk-
turiibergang statt, bei dem intramolekulare B-Faltblitter aufgelost und a-Helices gebildet wer-
den. Die Aggregation des Proteins beginnt bei ~ 82 °C, wobei der prozentuale Anteil der inter-

molekularen B-Faltblitter auf 7 % ansteigt, wihrend der prozentuale Anteil an a-Helices leicht
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abnimmt (~ -4 %). Im Verlaufe des gesamten Phaseniibergangs wird eine kontinuierliche Ab-
nahme der ungeordneten Strukturen (~ -12 %) beobachtet. Die Temperaturen der beiden Struk-
turlibergénge liegen bei 7,1 =81.4 £ 0.2 °C, bzw. Ty,1 = 86.8 £ 0.2 °C. Somit weist GroES eine
um etwa 12 °C héhere Temperaturstabilitdt als GroEL auf. Wie von BOUDKER et al. gezeigt
wurde, scheint die Stabilitdt von GroES konzentrationsabhéngig zu sein, da mit zunehmender
Proteinkonzentration der T,-Wert ansteigt.[’?”) DSC- und CD-Untersuchungen ergaben bei ei-
ner GroES-Konzentration von 175 pM einen T,-Wert von etwa 76 °C.l'8% Bei den FTIR-Un-
tersuchungen wurde eine Konzentration von etwa 1.44 mM verwendet.

Abbildung 5-4 stellt den Einfluss des Drucks auf die Amid-I"-Bande und auf die Sekundérstruk-
turanteile von GroEL und GroES dar, die aus der Analyse der darunterliegenden Subbanden
abgeleitet wurden (Abbildung i-3). Beide Proteine wurden im Druckbereich von 1 bar bis
10000 bar (1 GPa) vermessen. Die Amid-1"-Bande von GroEL verschiebt sich mit zunehmen-
dem Druck zu niedrigeren Wellenzahlen (Abbildung 5-4a). Diese druckinduzierte elastische
Verschiebung ldsst sich durch eine druckinduzierte Kompression der chemischen Bindungen
erkliren, die dquivalent zu Anderungen der Kraftkonstante der C=O-Streckschwingung ist. Be-
ziiglich des prozentualen Anteils der Sekundirstrukturelemente wird mit steigendem Druck
eine leichte Abnahme des a-Helices-Anteils (~ -5 %) beobachtet, wihrend der Anteil der in-
tramolekularen B-Faltblitter (~ +5 %) oberhalb von einem kbar ansteigt. Bis zu 10 kbar findet
nur diese geringfiigige Konformationsidnderung statt, die mit einer Volumenidnderung von
-9+ 3 mL mol ! (Gl. 2-11) verbunden ist. Die Druckabhingigkeit der Amid-I"-Bande und die
relativen Anderungen der Sekundirstrukturelemente des GroEL-GroES-Komplexes fihneln de-
nen von GroEL (Abbildung i-4).

Die Anderungen der Sekundirstruktur in Abhingigkeit des Drucks von GroES unterscheidet
sich signifikant von der von GroEL. GroES entfaltet teilweise bei einem p,-Wert von 5.4 +
0.3 kbar, was mit einem Anstieg der a-Helices (~ +4 %) einhergeht, wihrend der Anteil der
intramolekularen B-Faltblitter (~-5 %) (Abbildung 5-4d) bei Kompression gleichzeitig ab-
nimmt. Mittels GI. 2-11 konnte fiir GroES eine Volumeninderung -53 + 3 mL mol! bestimmt
werden. Dieser Wert ist typisch fiir AV,-Werte, die fiir eine Entfaltung von monomeren Prote-

inen in der Literatur berichtet wurden.[°4107-174.210]
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Druckabhéngige FTIR-Absorptionsdaten von GroEL und GroES in reinem Puffer bei
25 °C.

Druckabhiingige Anderungen des normierten Amid-I"-Bandenbereichs von GroEL und c) entspre-
chende Anderungen der Sekundirstrukturelemente: intermolekulare B-Faltblitter (1683 cm™, grau);
Schleifen (1672 cm’!, blau); a-Helices (1654 cm!, rot); ungeordnete Strukturen (1642 cm!, griin); in-
tramolekulare B-Faltblitter (1636 cm!, violett) und Seitenketten (1612 cm™!, schwarz). b) Temperatur-
abhiingige Anderungen des normierten Amid-I'-Bandenbereichs von GroES und d) entsprechende An-
derungen der Sekundirstrukturelemente: intermolekulare B-Faltblitter (1685 cm™, grau); Schleifen
(1671 cm!, blau); a-Helices (1654 cm™, rot); ungeordnete Strukturen (1641 cm™, griin); intramoleku-
lare B-Faltblitter (1630 cm™, violett) und Seitenketten (1612 cm™, schwarz). Linien zeigen die BOLTZ-
MANN-Anpassung an die experimentellen Daten unter Verwendung von GI. 2-11.

Durch die Bevorzugung von Zustinden mit einem kleineren partiellen molaren Volumen ver-
schiebt der Druck, gemif3 dem Prinzip von LE CHATELIER, das Gleichgewicht in Richtung des
Zustands mit dem kleineren Gesamtvolumen. Aufgrund der Tatsache, dass die Druckstabilitét
von Proteinen im Allgemeinen und von oligomeren Proteinen im Besonderen hauptséchlich auf
deren inneres Hohlraumvolumen und Packungsdefekte zuriickzufiihren ist, die sich bei der Ent-

1741 kann geschlossen werden, dass die Packung der beiden Proteine

faltung mit Wasser fiillen!
bei Raumtemperatur unterschiedlich ist. Der Unterschied ist jedoch sehr gering und mit dem
Volumen von nur 2-3 Wassermolekiilen vergleichbar. GroEL weist geringe Konformationsén-

derungen auf, wobei der Anteil der intramolekularen B-Faltblitter auf Kosten von a-Helices
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geringfiigig zunimmt, die mit einen kleinen AV,-Wert von -9 mL mol™! einhergehen. GroES
hingegen toleriert Driicke bis ungefdhr 5.4 kbar, wo die partielle Entfaltung des Proteins ein-
setzt und eine Volumeninderung von -53 mL mol™! auftritt.

Kationen, Nukleotide und Osmolyte haben sich als wichtig fiir die Aufrechterhaltung des Re-
aktionszyklus des Chaperonin-Systems und fiir die Regulierung des osmotischen Drucks erwie-
sen.2!1-212] Daher wurden Studien iiber die Auswirkungen von Salzen, ATP, ADP, TMAO und
Harnstoff auf die Thermo- und Piezostabilitit von GroEL, GroES und dem GroEL-GroES-
Komplex mithilfe der FTIR-Spektroskopie in unsere Untersuchungen einbezogen. Alle erhal-

tenen Ergebnisse sind in Abbildung 5-5 dargestellt und in der Tabelle i-5 aufgefiihrt.

GroEL

75

70

~ 65

60

Puffer A +
3 mM ADP
Puffer A

GroES

85|
O 80|
,375'

70!

65-
GroEL + GroES

Abbildung 5-5: Spektroskopisch bestimmte Entfaltungstemperaturen, 7y, von GroEL, GroES und des
gesamten Komplexes bei Atmosphérendruck in Ab- und Anwesenheit verschiedener Salzionen, Nukle-
otide und Cosolventien (urea = Harnstoff). Puffer A beschreibt hier das reine Puffersystem, wahrend
Puffer B zusitzlich 100 mM KCIl enthailt.
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In Gegenwart von 100 mM K" (Puffer B) und zusétzlich I M TMAO verschiebt sich die Ent-
faltungstemperatur von GroEL signifikant zu héheren Temperaturen (A7u = 5 °C), d. h. die
Cosolute erhohen die Stabilitdt des Proteins. Die Zugabe des Nukleotids ADP (3 mM) und die
Zugabe von Harnstoff (1 M) zeigen den gegenteiligen Effekt. Anders verhélt es sich bei GroES,
bei dem keine signifikanten Verdnderungen des 7,-Wertes in Gegenwart der verwendeten Salze
und Nukleotide auftreten. Es wurde jedoch festgestellt, dass die Entfaltungstemperatur von
GroES stark von den Cosolventien TMAO und Harnstoff abhéngt, die sich ebenfalls positiv
(1 M TMAO) oder negativ (1 M Harnstoff) auf die Temperaturstabilitit des Proteins auswirken.
Interessanterweise wird die Stabilitdt von GroEL auch durch Zugabe von GroES sowohl in
Abwesenheit, welche in guter Ubereinstimmung mit der Literatur ist!%¥], als auch in Gegenwart
von Cosolventien verbessert (Abbildung 5-5a,c), Die spektroskopisch bestimmten VAN'T HOFF-
Enthalpiednderungen (siche Tabelle i-5) werden durch die Zugabe von Salzen, Nukleotiden und
TMAO nicht signifikant beeinflusst. Die Effekte von Nukleotiden und Salzen auf die Thermos-
tabilitdt von reinem GroEL stimmen gut mit den Daten iiberein, die aus den differential scan-
ning calorimetry-Messungen von SURIN et al. hervorgehen.[!38] Der destabilisierende Einfluss
des Nukleotids kann durch die Konformationsdnderungen im offenen Zustand der GroEL-Un-
tereinheit erklart werden, die wahrscheinlich in der Ndhe der Nukleotidbindungsstelle auftre-
ten.213214] Auch Harnstoff wirkt sich negativ auf die Stabilitit aus, was hochstwahrscheinlich
auf direkte Wechselwirkungen der Harnstoffmolekiile mit dem Proteinriickgrat und seinen Sei-
tenketten resultiert. Somit wird der entfaltete Zustand energetisch begiinstigt und relativ zur
nativen Konformation stabilisiert.?!>21®) TMAO dagegen kann die Proteinstabilitit ohne di-
rekte Wechselwirkung mit dem Protein verbessern. Es verhindert die Entfaltung durch glinstige
Wechselwirkung mit Wasser, was zu einer erhohten Wasserstoffbindung und Strukturierung
des Losungsmittels fiihrt.**!"* Der excluded volume Effekt von TMAO fiihrt zu einer Erhé-
hung der Stabilitit gefalteter und kompakter Strukturen.!*>!'#l Das Vorhandensein von K*-Io-
nen sowie GroES wirken sich ebenfalls positiv auf die Temperaturstabilitdt von GroEL aus.
Beide Faktoren stabilisieren die Quartérstruktur von GroEL. GroES interagiert mit der apikalen
Domine von GroEL197.376 und 16st eine Konformationsinderung aus.[!*%217:2181 K*. ynd Mg**-
Ionen spielen auch eine wichtige Rolle fiir die ATP-Bindung und -Hydrolyse und beeinflussen
die Stabilitét von GroEL.[219-221]

Die temperaturinduzierte Entfaltung von Proteinen ist hauptséachlich getrieben durch den Kon-
formationsentropiegewinn der Peptidkette, wobei die Gesamtvolumenédnderung den entschei-
97,210

I Das System neigt dazu, bei
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hohem Druck einen Zustand mit kleinerem Volumen einzunehmen, was die Fiillung und Eli-
minierung des inneren Hohlraumvolumens und der Hohlrdume als moglichen Mechanismus fiir
die druckinduzierte Entfaltung beinhaltet.*%17421% Die thermodynamischen Daten fiir GroES
in Gegenwart der beiden untersuchten Cosolventien im Vergleich zu den reinen Pufferdaten
sind in Abbildung 5-6 und Tabelle i-6 dargestellt. Innerhalb der Genauigkeit des Experiments
hat 1 M TMAO keinen signifikanten Einfluss auf p, und AVy. Ein dhnliches Verhalten wurde
bei GroEL beobachtet. Anders verhélt es sich mit den Effekten des TMAO auf einige mono-
mere Proteine (z. B. SNase, RNase A). Bekannt sind unter anderem Stabilisierungen gegentiber
druckinduzierter Entfaltung und eine Verdnderung der Enzymaktivitét, Proteinpolymerisation
und Kanalaktivitit.[22:94.98.139210.222-225] yer hier beobachtete geringfiigige (mdglicherweise sta-
bilisierende) Effekt ist wahrscheinlich auf einen geringeren Grad an Entfaltung und der Ver-
groflerung der Oberflache, die dem Losungsmittel ausgesetzt ist (SASA), zuriickzufiihren,

wodurch der durch TMAO erzeugte, ausgeschlossene Volumeneffekt weniger wirksam ist.

GroES
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Abbildung 5-6: Spektroskopisch ermittelte Entfaltungsdriicke, pu, und Volumendnderungen, AV, von
GroES bei 25 °C in Ab- und Anwesenheit von Cosolventien.
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Der marine Osmolyt TMAO wurde als potenzieller Piezolyt diskutiert, der in der Lage ist, den
stoffwechselstorenden Druckeffekten bei vielen Tiefsee-Wirbeltieren (z. B. Chondrichthyane,
wie Haie oder Rochen, Teleostfischen und Krebstieren) zu kompensieren, sowie zusédtzlich die
Fihigkeit besitzt, den destabilisierenden Effekten von Harnstoff entgegenzuwirken.?>% In wir-
bellosen Tiefseetieren enthalten Zellen einen hohen Anteil an neutralen, freien Aminosauren
und einigen anderen Methylaminen,?!! die unterschiedliche, cytoprotektive Eigenschaften ge-
gen Umweltstressoren aufweisen. Beispielsweise scheint Hypotaurin die Zellen als Antioxidans

(23] Glycin scheint, im Vergleich zu TMAO, Proteine im We-

vor Sulfidtoxizitdt zu schiitzen.
sentlichen gegen temperaturbedingten Stress zu stabilisieren.?!

Umgekehrt nimmt p, in Gegenwart von 1 M Harnstoff deutlich ab (~ 1800 bar) und folglich ist
AVyim Vergleich zum cosolvensfreien Puffer (Puffer B) sichtlich negativer. Es wird erwartet,
dass die druckinduzierte Destabilisierung von Harnstoff auf giinstige enthalpische Wechselwir-
kungen des Molekiils mit dem Protein zuriickzufiihren ist, die zu deutlichen Konformationséin-
derungen fiihren. Sie konnen zu einer Zunahme des Hohlraumvolumens und/oder einer Zu-

nahme der elektrostriktiven Hydratation einer gréeren exponierten SASA bei (teilweiser) Ent-

faltung und damit zu dem negativeren, beobachteten AV,-Wert flihren.

5.4 Zusammenfassung

Das Chaperonin-System GroEL-GroES ist in allen Lebensbereichen vorhanden und schiitzt
Proteine vor Aggregation und fehlerhafter Faltung. Als Antwort auf einen Stresszustand, wie
hohe Temperaturen und Driicke, wird die Produktion von Hitzeschockproteinen wie dem
GroEL-GroES-System gesteigert.[*¢194226] Dazy wurde die Thermo- und Piezostabilitit von
GroEL, GroES und des GroEL-GroES-Komplexes in einem gro3en Bereich der Temperatur-
Druck-Ebene untersucht. Aulerdem wurden die Auswirkungen bestimmter Cosolventien, Nuk-
leotide und Salze mithilfe der quantitativen FTIR-Spektroskopie, die mit SAXS-Messungen
komplementiert wurden, erforscht. Aufgrund der hohen biologischen Relevanz und mangelnder
Daten lag der Fokus insbesondere auf dem Einfluss des Drucks auf das Chaperoninsystem. Die
experimentellen Ergebnisse zeigen, dass der GroEL-GroES-Komplex mit einer Entfaltungs-
temperatur von iiber 70 °C, die durch kompatible Cosolute wie TMAO noch leicht erhoht wer-
den kann, besonders temperaturstabil ist. Umgekehrt ist die Druckstabilitit von GroEL und
damit des GroEL-GroES-Komplexes eher begrenzt und viel geringer als die von monomeren

Proteinen, die sich typischerweise erst jenseits von Driicken von 4 bis 8 kbar entfalten. 6]
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Wihrend GroES bis zu etwa 5.5 kbar stabil ist, bevor es sich teilweise entfaltet, unterliegt
GroEL und damit auch der GroEL-GroES-Komplex bereits oberhalb von 1 kbar geringfiigigen
Konformationsédnderungen, die einen dissoziationsinduzierten Konformationsdrift ausldsen,
was zu einer leichten Abnahme des a-Helix-Anteils und einer gleichzeitigen Zunahme der in-
tramolekularen B-Faltblétter fiihrt. Die Hochdruck-SAXS-Daten bestétigen die Schlussfolge-
rungen aus den FTIR-Daten, die eine Dissoziation des Komplexes bei etwa 2 kbar zeigen. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit fritheren Lichtstreuexperimenten von HOROWITZ et al., die
eine Dissoziation des Systems bei Driicken um 2 kbar nahelegen und eine sehr langsame Reas-
soziation des Komplexes (Halbwertszeit: ~ 150 h) andeuten, was moglicherweise mit dem Kon-
formationsdrift der Struktur bei der Dissoziation des Komplexes erklirt werden kann.[?”) Fer-
ner zeigen die FTIR-Daten iiberraschenderweise, dass selbst bis zu 10 kbar keine signifikante
Entfaltung von GroEL beobachtet wird, d. h. die Untereinheiten sind selbst sehr druckstabil.
Die bis zu 3.5 kbar gemessenen SAXS-Daten zeigen auch, dass keine vollstindige Dissoziation
in die kleinen monomeren Untereinheiten und keine Entfaltung der Monomere stattfindet. Die
Anreicherung bestimmter Cosolute, wie Methylamine, Polyole und Aminoséduren, findet sich
haufig in Zellen wieder, um den zelluldren osmotischen Druck auszugleichen und die Stabilitdt
und Funktionalitit von Proteinen und deren Anordnungen aufrechtzuerhalten.[-9495192:193] Dg_
her werden solche kleinen organischen Molekiile als Osmolyte oder chemische Chaperone be-
zeichnet. Ein prominenter und wirksamer Osmolyt, Trimethylamin-N-oxid (TMAOQO), kommt
sogar im Gewebe verschiedener Tiefseeorganismen vor und dessen Konzentration korreliert
mit der Meerestiefe in der diese Organismen angetroffen wurden und somit dem hydrostati-
schen Druck.!?>?] Hier wurde gezeigt, dass 1 M TMAO in der Lage ist, die Temperatursta-
bilitit der Proteine geringfiigig zu erhdhen, wobei die Druckstabilitit jedoch kaum durch die
Cosolute beeinflusst wird, was moglicherweise auf das Fehlen einer signifikanten Entfaltung
der Untereinheiten zuriickgefiihrt werden kann. Insgesamt ist der GroEL-GroES-Komplex da-
her eher temperaturstabil und resistent gegeniiber hohen, hydrostatischen Druck im Bereich von
1 bis 1 bar, ab dem die Dissoziation des GroEL-GroES-Komplexes erst beginnt. Somit ist das
Chaperonin-System nur in dem Druckbereich stabil, dem das Leben auf der Erde ausgesetzt ist,

einschlieBlich der tiefsten Graben des Ozeans.
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6. Eine Hochdruck-FTIR-Spektroskopiestudie zur auflergewohnlichen
Druckstabilitit des ArgBP Thermotoga maritima und seiner gefalteten

Fragmente

6.1 Einleitung

Ein bemerkenswerter gro3erAnteil der Proteine bildet oligomere Anordnungen, in denen eine

2282291 Diese Neigung ist so stark, dass eine Oligo-

oder mehrere Polypeptidketten assoziieren.!
merisierung sowohl in physiologischen als auch im pathologischen Zustand beobachtet wird.
In der Tat kann die Tendenz des Proteins zur Selbstorganisation unkontrolliert vonstattengehen
und schidliche Spezies erzeugen, die schwerwiegende Krankheiten verursachen konnen.[!*!]
Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Aufklarung der Mechanismen, die zur Oligomerisie-
rung fithren und die Analyse der strukturellen Eigenschaften der multimeren Assemblierungen
seit den Anfangen der Strukturbiologie stets aktive, wissenschaftliche Gebiete sind. Der Doma-
nenaustausch ist ein besonders faszinierender Mechanismus der Oligomerisierung, bei dem die
Assemblierung durch den gegenseitigen Austausch von Doménen oder Sekundérstrukturele-

2301 Diese Anordnung wird

menten zwischen zwei oder mehr Untereinheiten erzeugt wird.!
durch Wechselwirkungen, die zwischen dem Austauschelement und dem Rest des Proteins, das
sich ebenfalls im monomeren Zustand befindet (geschlossene Grenzflache), und durch Wech-
selwirkungen, die bei der Bildung des Oligomers entstehen (offene Grenzflache), stabilisiert.

Substratbindende Proteine (SBP) bilden eine grofle Protein-Superfamilie, die mit Membranpro-
teinen fiir den effizienten Transport von Metaboliten und fiir die Signaltransduktion kooperie-
ren.?*!1 Bei dieser Art von Proteinen werden durch die Bindung und die Freisetzung des Sub-
strats im Allgemeinen grofle Tertidrstrukturverdnderungen induziert, die den in der Venusflie-
genfalle beobachteten Bewegungen dhneln. Unter den SBP weist das aus Thermotoga maritima
isolierte Arginin-Bindungsprotein (ArgBP) eine Reihe von charakteristischen Eigenschaften
auf. Insbesondere ist ArgBP im Gegensatz zu den anderen monomeren SBP dimer. Dariiber
hinaus besitzt dieses Protein eine bemerkenswerte thermische und chemische Stabilitdt. Tat-
sachlich liegt die Entfaltungstemperatur von ArgBP bei etwa 114 °C und ist gegeniiber chemi-
schen Denaturierungsmitteln stabil, da ArgBP erst bei 70 °C in Gegenwart von 4 M Guanidini-

¢ 1232

umchlorid entfaltet.?) Interessanterweise gilt die auBergewdhnliche Stabilitét auch fiir den

oligomeren Zustand des Proteins, da die vollstdndige Dissoziation des Dimers hohe Tempera-
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turen sowie SDS und Harnstoff in hohen Konzentrationen erfordert.!**3! Anhand der kristallo-
graphischen Struktur des Proteins (ArgBP?*->*¢) konnte ermittelt werden, dass die ArgBP-Di-
mersierung durch den Austausch der C-terminalen Helix zwischen den beiden Untereinheiten
erfolgt (Abbildung 6-1).2*¥ Der Vergleich des Arginin-gebundenen und des ligandfreien Zu-
stands des Proteins hat gezeigt, dass der Doménenaustausch auch mit Proteinen assoziiert sein

kann, die wichtige tertidire Strukturiiberginge durchlaufen.?3*234

Swapping Helices

Ang pm-ua

Truncation

ArgBPZO-ZBZ

Dissection

ArgBPP? ¥

Linker
GGGSG

Abbildung 6-1: Strukturelle Darstellung der in der vorliegenden Studie charakterisierten ArgBP-Vari-
anten. Die fiir die Cartoons verwendeten Proteindatenbankcodes sind: 4 PSH, 6GGV, 6GPC und 6GPM
fiir ArgBP?-246 ArgBP?**233 ArgBPP! bzw. ArgBP™2,

Die bemerkenswerte Stabilitdt des Proteins liel groBere Manipulationen zu, die den nativen
Zustand des Proteins und seiner abgewandelten Formen nicht beeintrachtigen (Abbildung 6-1).
Dazu gehort eine verkiirzte bzw. monomere Form des Proteins, bei der die im Dimer aus-
tauschte C-terminale Helix deletiert wurde.!**>! AuBerdem konnte die verkiirzte Form weiter

zerlegt werden, um die einzelnen ArgBP-Dominen zu charakterisieren: ArgBPP! (AS-
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Reste 20-114 und 207-231, verbunden durch ein GGGGSG-Segment) und Arg-
BPP? (AS-Reste 115-206).*¢) Dariiber hinaus wurde das Protein umfassend mutiert, wobei
verschiedene Varianten (i) unterschiedliche oligomere Zustinde (Monomere, Dimere und Tri-

237,238

mere) einnehmen,| 1 (ii) formal nach RAMACHANDRAN verbotene Konformationen (Arg-

BP92V, ArgBPY24)[23% erzeugt wurden oder (iii) ad hoc fiir Epitop-Priisentationen oder Argi-
ninerkennung funktionalisiert wurden.[4]

In dieser Studie wurde die Druckstabilitdt des Proteins untersucht. Das Interesse an der Unter-
suchung der Druckabhéngigkeit von biomolekularen Systemen hat in den letzten Jahren aus
mehreren Griinden erheblich zugenommen,!!#429698:100.104] nter anderem ist der groBte Teil
der Erdoberfliche mit Wasser bedeckt (~ 71 %) und davon liegen 86 % unterhalb einer Mee-
restiefe von 2000 Metern.?’! Diese Biosphire stellt einen der groBten, mikrobiellen Lebens-
rdume dar, in denen ein groBer Teil der Organismen unter hohen hydrostatischen Druckbedin-
gungen (HHP) in der Tiefsee und auf dem Meeresboden lebt, wobei Driicke von 1 kbar (1 bar
2 10 m Tiefe) und mehr erreicht werden kdnnen.[*>#¢7-191 Neben dem Verstindnis des gegen-
wirtigen Lebens in der Tiefsee konnen HHP-Studien auch Einblicke in den potenziellen Ge-
burtsort des Lebens auf der Erde geben, der sich unter solch harschen Bedingungen entwickelt
haben konnte.[* 471

Mit dem Ziel die Sekundérstruktur und Stabilitdt von ArgBP unter weiteren extremen Bedin-
gungen zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Studie der Einfluss von Hochdruck auf die
dominenvertauschte Struktur des Proteindimers (im Folgenden als ArgBP?°?* bezeichnet) un-
tersucht. Um tiefere Einblicke in die Rolle zu erhalten, wie die verschiedenen Doménen des
Proteins zur Sicherung der ArgBP-Stabilitét beitragen, wurden die Untersuchungen auf die ver-

kiirzte, monomere Variante (ArgBP?°?**) und auf die beiden gefalteten Fragmente des Proteins

(ArgBPP'und ArgBPP?) ausgedehnt.

6.2 Probenpréparation

Alle untersuchten Varianten von ArgBP wurden unter Verwendung von zuvor berichteten Pro-
tokollen?*>-236-231 rekombinant exprimiert. Obwohl den Proben kein exogenes Arginin zuge-
setzt wurde, deuten frithere Studien darauf hin, dass sowohl das Wild-Typ Dimer als auch das
verkiirzte Monomer ArgBP?°23? den Liganden in der Bindungstasche enthalten.[>*223%] Fiir die

FTIR-Experimente wurden die jeweiligen lyophilisierten Pulver der verschiedenen Varianten
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des Proteins in D20 unter Verwendung einer Amicon Ultra-Zentrifugationseinheit mit ei-
nem Cutoff von 10 kDa dialysiert und anschlieend lyophilisiert. Eine Proteinkonzentration
von 50 mg mL™!, sowie 50 mM Tris-Puffer wurden fiir die Messungen verwendet. Der pD-Wert

wurde durch Zugabe von DCI oder NaOD auf 7.5 eingestellt.

6.3 Ergebnisse und Diskussion

Die Auswirkung des Drucks auf das ArgBP-System wurde zunédchst an der Wildtyp-Form des

P2%-246 yntersucht, das eine domanenvertauschte dimere Struktur aufweist. Um

Proteins ArgB
druckinduzierte Anderungen der Sekundirstrukturelemente aufzudecken, wurde mittels FTIR-
Spektroskopie die Amid-I"-Bande bei einem Druckbereich von 1 bar bis 10 kbar bei 25 °C
{iberwacht (Abbildung 6-2A). Die Amid-I"-Bandenregion von ArgBP?°-2*¢ ist durch einen brei-
ten Peak gekennzeichnet, der bei etwa 1640 cm™ zentriert ist und sich bei Druckanstieg zu
niedrigeren Wellenzahlen hin verschiebt. Die druckinduzierte Verschiebung scheint weitge-
hend linear zu sein, was typischerweise als eine rein elastische Verschiebung aufgrund der
druckinduzierten Kompression chemischer Bindungen einzuordnen ist, die mit Anderungen der
Kraftkonstante einhergehen.?*%*? Die prozentualen Anteile der Sekundirstrukturelemente des
Proteins bei verschiedenen Driicken wurde aus der curve fitting-Analyse der zugrundeliegenden
Subbanden abgeleitet, die durch die FSD und Analyse der zweiten Ableitung erhalten wurden
(Abbildung i-5A,B). Bei 1 bar betrdgt der prozentuale Anteil der Reste, die reguldre Sekund-
strukturmotive annehmen, ~ 35 % a-Helices beziehungsweise ~ 29 % [-Faltblatter (Abbildung
6-2B). Diese Werte stimmen sehr gut mit denen {iberein, die sich aus der 3D-Kristallstruktur
des Dimers ableiten lassen (Tabelle i-8).[233! Bemerkenswert ist, dass bei einem Druckanstieg
bis zu 10 kbar nur eine geringfiigige Abnahme des a-Helices-Anteils zu beobachten ist, die mit
einer gleichzeitigen, leichten Zunahme der -Faltblatter gekoppelt ist. Minimale, prozentuale
Unterschiede wurden auch fiir die anderen Strukturmotive des ArgBP?%2% beobachtet. Bei der
Bestimmung sekundirer Strukturinderungen nach dieser Methode liegen diese Anderungen je-
doch innerhalb der Fehlerbalken (1-3 %). Zu beachten ist auBerdem, dass kleine Unterschiede
zwischen den Ergebnissen der Rontgendiffraktometrie und FTIR-Spektroskopie bei der Be-
stimmung der Sekundirstrukturanteile aufgrund unterschiedlicher Absorptionskoeffizienten
der verschiedenen Sekundirstrukturelemente zustande kommen, was in diesem Fall nicht ent-

scheidend ist, da hier im Wesentlichen nur die relativen Anderungen diskutiert werden. Es gibt
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keine Hinweise auf einen kooperativen Ubergang, der auf eine globale Entfaltung/Denaturie-
rung der Struktur bis zu 10 kbar hinweisen wiirde. Mittels Gl. 2-11 konnte aus der Druckab-
hiangigkeit der Gleichgewichtskonstanten des Konformationsiiberganges von a-Helix zu 3-Falt-
blatt eine Volumeninderung von nur -8 + 1 mL mol™! ermittelt werden (mit einem py-Wert von
etwa 2.5 kbar), was etwa einem Zehntel der bei druckinduzierter Entfaltung von Monomeren
typischerweise auftretenden Volumeninderung entspricht.*>!1% Die Verinderungen, die bei
10 kbar stattfinden, sind nach der Dekompression fast vollstindig reversibel (schwarze Linie in
Abbildung 6-2A und offene Symbole in Abbildung 6-2B, siehe auch Tabelle i-7). Diese gering-
fiigigen Unterschiede sind wahrscheinlich auf das partielle Eindringen von Wassermolekiilen
bei hohen Driicken zuriickzufiihren, die bei Druckentlastung einen geringen Konformations-
drift mit langer Relaxationszeit verursachen konnte.

Ein #hnliches Bild ergibt sich aus der Analyse der verkiirzten monomeren Variante ArgBP2*-%3
(Abbildungen 6-2C,D und i-5C,D). Wie erwartet, reduziert die Deletion der C-terminalen Helix
erwartungsgemaif den a-Helices-Anteil bei 1 bar (Tabelle i-8). Bei Druckerh6hung ist der Trend
der Sekundirstrukturinderung von ArgBP?2*3 im Vergleich zum Dimer trotz alledem nahezu

identisch. Die beobachteten Konformationsdnderungen werden zu kleineren Driicken

(pu ~1.5 kbar) verschoben und gehen mit einer Volumeninderung von -20 + 6 mL mol™! einher.
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Abbildung 6-2: Druckinduzierte Anderungen der hintergrundkorrigierten und normierten Amid-1’-
Bande aller untersuchten ArgBP-Varianten. ArgBP?*-246 (A), ArgBP?*233 (C), ArgBPP! (I) and ArgBPP?
(G) und die entsprechenden Anderungen der Sekundérstrukturelemente (B, D, F, H) (¥ a-Helices; < in-

Sekundarstrukturelemente / % Sekundarstrukturelemente / %

Sekundarstrukturelemente / %

Sekundarstrukturelemente / %

tramolekulare B-Faltblitter; @ ungeordnete Strukturen;

, ® & W - Faltblatter oder Schleifen; P Sei-
tenketten) bei 25 °C. Offene Symbole veranschaulichen den Prozentsatz der Sekundarstruktur nach der

Dekompression (reversibel: schwarze Kurve in den Spektren).
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Interessanterweise weisen auch die beiden gefalteten Dominen ArgBPP! und ArgBPP? eine be-
merkenswerte Druckstabilitit auf (Abbildung 6-2E,G). Die ermittelten Sekundirstrukturanteile
dieser Formen unterscheiden sich nur geringfiigig von denen im Kristallzustand beobachteten
(Abbildung 6-2F,H und Tabelle i-7). Auch hier kdnnen Differenzen durch unterschiedliche Ab-
sorptionskoeffizienten der verschiedenen Sekundirstrukturen auftreten, aber auch durch die be-
grenzte Genauigkeit von wenigen Prozent (2-3 %) bei der Analyse der FTIR-Daten in einer
solchen Nanoliter-Proben-/Hochdruckumgebung der Diamantstempelzelle. Im Vergleich zu
ArgBP?*?* konnten kleine Anderungen der Sekundirstrukturanteile beobachtet werden, insbe-
sondere bei den a-Helices, B-Faltbléattern und ungeordneten Strukturen. Auch bei den Doménen
nimmt der Anteil der a-Helices auf Kosten der Bildung zusétzlicher B-Faltblitter geringfligig
ab (etwa 0.3-0.5 % / kbar). Diese Anderungen sind nach der Dekompression vollstindig rever-
sibel (Tabelle i-8). Daher erweisen sich die gefalteten Strukturen von ArgBPP! und ArgBPP?
selbst bis zu 10 kbar als sehr widerstandsféhig. Ferner implizieren diese Daten, dass die kleinen
Anderungen des o-Helix- und B-Faltblattanteils bei Druckerhdhung mit kleinen Konformati-
onsidnderungen der inneren Doméne im vollstdndigen Komplex verbunden zu sein scheinen und
nicht auf einen Konformationsdrift bei der Dissoziation zurlickzufiihren sind. Zusammenge-
fasst zeigen diese Ergebnisse, dass ArgBP?%-2* trotz der eher lockeren Assoziation der beiden
ausgetauschten Untereinheiten innerhalb des Dimers sehr druckstabil ist.

Um weitere mechanistische Erkenntnisse zu gewinnen, wurden die druckinduzierten Verdnde-
rungen der Intensitdtsverhiltnisses der Amid-II'- und Amid-I"-Banden zur Charakterisierung
des H/D-Austausches der Amidprotonen des Peptidriickgrates ausgewertet (Abbildung 6-3).
Wihrend die mit der Amid I'-Bande verbundene Infrarotabsorption im Wesentlichen auf
Streckschwingungen der C=0O-Bindung zuriickzufiihren ist, beruht die mit der Amid-II"-Bande
verbundene Absorption hauptsdchlich auf Biegeschwingungen der N-H-Bindung, die sensitiv
auf den H/D-Austausch reagiert, der auftritt, wenn die Proben in D>O (als Losungsmittel) gelost

werden.
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Druckabhingige Anderungen der FSD-Spektren fiir die verschiedenen Varianten von
ArgBP in der Amid-I"-Banden- (1700-1600 ¢m™) und Amid-II’-Bandenregion (1575-1480 cm™) bei
25 °C. (Ohne weitere Behandlung, um Informationen {iber den H/D-Austausch zu extrahieren, ohne die
Intensitdtsanderungen in der Amid II'-Bandenregion zu beeintrdchtigen) H/D-Austausch von ArgBP
aus Thermotoga maritima als Funktion des Drucks (unten rechts). Anteile nicht ausgetauschter Protonen
wurden aus dem Verhiltnis der Intensitéiten bei ~ 1545 cm™ und des Maximums der Amid-I"-Bande
berechnet.[*#]

Wie erwartet, weist das doménengetauschte Dimer ArgBP?*2*¢ und die monomere Variante
ArgBP?*233 bei Umgebungsdruck im Vergleich zu den beiden Dominen einen deutlich groBe-
ren Anteil an nicht ausgetauschten Protonen auf. Dies deutet darauf hin, dass ArgBP?*2*¢ und
ArgBP?*23? einen héheren Anteil an unzuginglichen Amidprotonen aufweist, welche in stabi-

len Wasserstoftbriickenbindungen eingeschlossen sind. Der H/D-Austausch der Amidprotonen
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von ArgBP?*-2%6 erfolgt erst bei der Druckerhdhung oberhalb von etwa 2.5 kbar. Ab einem
Druck von etwa 4 kbar wird ein kontinuierliches, druckinduziertes Eindringen einiger Wasser-
molekiile in das Innere des Proteins beobachtet. Ein dhnliches Szenario gilt fiir ArgBP?%-2%?,
Beziiglich der Sekundérstrukturanalyse (Abbildung 6-2) geht dieser Prozess nicht mit signifi-
kanten Verdnderungen der Sekundirstruktur oder mit der Entfaltung des Proteins bei hohen
Driicken einher. Fiir diesen Effekt diirfte das druckinduzierte Eindringen von Wassermolekiilen
in das Proteininnere und der hierdurch erméglichte Austausch der unzugénglichen Amidproto-
nen verantwortlich sein. Die Fragmentierung des Proteins in seine Doménen scheint mit einer
Lockerung der inneren Struktur verbunden zu sein, wodurch der H/D-Austausch begiinstigt
wird. Bei etwa 10 kbar werden im Wesentlichen alle Amidprotonen in ArgBPP! und ArgBPP?
ausgetauscht (Abbildung 6-3). Bemerkenswerterweise konnten Fluktuationen grof3er
Amplitude, die die gesamte Polypeptidkette betreffen, ein spezifisches Merkmal von Proteinen
aus Hyperthermophilen sein.[2**!

Die vorliegende Studie zeigt, dass ArgBP?*?%¢ und seine gefalteten Fragmente zusétzlich zu der
bereits frither berichteten auBlerordentlichen thermischen und chemischen Stabilitét ihre Sekun-
dérstruktur auch bei extremem Druck aufrechterhalten. Alle charakteristischen ArgBP-Varian-
ten behalten selbst bei 10 kbar den gréften Teil ihres Sekundirstrukturanteils bei. Die Fahigkeit
des dimeren Wildtyp-Proteins, seine oligomere Struktur bei Druckerh6hung beizubehalten, ist
eine aullergewOhnliche Eigenschaft des Systems. Obwohl Hochdruck-SAXS- oder NMR-Da-
ten erforderlich wéren, um diese Beobachtung zu bestétigen, machen die sterischen Beschrén-
kungen der scharnierartigen Peptidregion die Faltung der Austauschdoméne unwahrschein-
lich!®*”! und verhindern die Dissoziation des ArgBP-Dimers. Die Fihigkeit des losen Dimers

von ArgBPp?0-246

, seine Struktur beizubehalten, ist daher auf die besonderen Wechselwirkungen
zuriickzufiihren, die sich an der geschlossenen Grenzflache bilden. Die geringfiigige Konfor-
mationséinderung, die im Fall von ArgBP?%->*6 im Druckbereich unter 6 kbar beobachtet wird,
geht mit einer sehr geringen Volumeninderung von etwa -8 mL mol™! einher, was einem Volu-
men entspricht, das kleiner als das eines Wassermolekiils (18 mL mol™!) ist. Dies konnte auf
eine druckinduzierte Abnahme des inneren Hohlraumvolumens und/oder auf Packungsdefekte
zuriickgefiihrt werden, die sich mit Wasser fiillen.[''”) Die Druckstabilitit der Sekundérstruktur

ist bei allen ArgBP-Varianten an eine signifikante Erhohung des H/D-Austauschprozesses von

Amidprotonen des Peptidriickgrates iiber ~4 kbar hinaus gekoppelt. Dies deutet auf ein druck-
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induziertes Eindringen von Wassermolekiilen in das Proteininnere aufgrund einer druckindu-
zierten Zunahme der Fluktuationen des Peptidriickgrats ohne groBartige Sekundérstrukturver-

anderungen hin.
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Abbildung 6-4: Haufigkeitsverteilung von A ) Entfaltungstemperatur (7,) und B) -druck (p,) verschiede-
ner aus der Literatur entnommener, untersuchter Proteine. Eine detaillierte Liste mit Referenzen ist in
der Tabelle i-9 angegeben. Einschub B: Korrelation von 7;- und p,-Werten von Proteinen, die in der
Literatur charakterisiert wurden (Tabelle i-10). Das Bestimmtheitsmaf3 der linearen Regressionsanalyse
betrigt 0.34 und der p-Wert 0.13.

Um die vorliegenden Ergebnisse in einen breiteren Kontext zu stellen, wurde eine umfangreiche
Literaturrecherche durchgefiihrt (Tabelle i-9), die die Entfaltungstemperatur (7,) und den Ent-
faltungsdruck (pu) einiger untersuchter Proteine widerspiegelt. Diese 7u- und p.-Werte wurden
durch eine Vielzahl verschiedener Techniken erhalten, einschliefSlich CD-, FTIR-, NMR-, Flu-
oreszenz-Spektroskopie, DSC, SAXS sowie Lichtstreuung.

Wie erwartet, zeigt die Haufigkeitsverteilung der 7,-Werte in Abbildung 6-4A, dass Proteine
von mesophilen Organismen im Vergleich zu Proteinen, die aus thermophilen Organismen iso-

liert wurden, viel niedrigere Entfaltungstemperaturen aufweisen. Diese Ergebnisse stimmen mit
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der Studie von PICOTTI et al. iiberein, die proteomweite, thermische Denaturierungspro-
file von vier Organismen (E. coli, T. thermophilus, S. cerevisae und von menschlichen Zellen)

n.2%1 Um eine

milhilfe der limited proteolysis and mass spectroscopy (LiP-MS) analysiert habe
Aussage beziiglich der statischen Haufigkeitsverteilung des Entfaltungsdrucks zu treffen, wur-
den die Proteine in Abhédngigkeit ihres oligomeren Zustands gruppiert (Abbildung 6-4B). Die
Abbildung zeigt, bis auf wenige Ausnahmen, dass die Druckentfaltung von oligomeren Protei-
nen im Allgemeinen unterhalb von 4 kbar stattfindet, wéhrend die Druckentfaltung von mono-
meren Proteinen typischerweise oberhalb von 4 kbar beginnt. In diesem Szenario scheint das
ArgBP-System eine bemerkenswerte Ausnahme zu sein, da es einen p,-Wert von mehr als
10 kbar aufweist. Weiterhin wurde anhand der Literaturdaten (Tabelle i-10) tiberpriift, ob eine
Korrelation zwischen den experimentell bestimmten 7,- und p,-Werten einiger Proteinen zu
erkennen ist. Die Abbildung 6-4B (Einschub) zeigt eine eher geringe Korrelation zwischen den
Tu- und po-Werten (p-Wert = 0.13), obwohl erwartet wird, dass Proteine von hyperthermophilen

[117.246] 7Zusammengefasst zeigen die in Ab-

Organismen auch gegen Druckstress resistent sind.
bildung 6-4 grafisch aufgetragenen Daten, dass der oligomere Zustand eines Proteins einen gro-

Beren Einfluss auf die Druckstabilitit hat als auf die Thermostabilitit.

6.4 Zusammenfassung

Das Arginin-bindende Protein (ArgBP) aus Thermotoga maritima besitzt mehrere besondere
biophysikalische und strukturelle Eigenschaften. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass
ArgBP auch eine bemerkenswerte Druckstabilitit aufweist, da es selbst bei 10 kbar nur gering-
fligig strukturellen Verdnderungen unterliegt. Eine dhnliche Stabilitdt konnte auch fiir seine
gefalteten Fragmente (das verkiirzte Monomer sowie die einzelnen Doménen) beobachtet wer-
den. Ein Uberblick anhand von Literaturdaten zur Druckstabilitit einer Vielzahl untersuchter

Proteine bestitigt das ungewohnlich stabile Verhalten von ArgBP.
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7. Druckeinfluss auf die Enzymaktivitit unter Perchlorat-Stress: Auswir-

kungen auf die Bewohnbarkeit des Mars

7.1 Einleitung
Bei der Suche nach bewohnbaren Nischen an anderen Orten im Kosmos besteht ein Kriterium
in dem Vorhandensein von fliissigem Wasser, welches nach derzeitigem Versténdnis fiir die

t.[247] Daher wurde viel Aufmerk-

ablaufenden Lebensprozesse von entscheidender Bedeutung is
samkeit auf die Oberfldche des Mars gelegt, bei der Anzeichen von fliissigem Wasser beobach-
tet wurde oder dessen Existenz vorhergesagt wird.[®+>*8] Das bloBe Vorhandensein von fliissi-
gem Wasser allein macht eine Umgebung jedoch nicht lebensfreundlich. Die Art und Weise,
wie das Leben auf externe, physikalische Faktoren, wie Temperatur, Druck, pH-Wert und Salz-
gehalt reagiert, bestimmt auch die Grenzen der Habitabilitit.l°*>**] Auf dem Mars sind tiefe,
wiassrige Umgebungen die besten Kandidaten fiir habitable Lebensrdume. Diese befinden sich
am Mars-Siidpol in Gestalt eines subglazialen Sees!®!! oder unter der Mars-Kryosphire in Form
des tiefen Grundwassers?*®. Das Grundwasser des Mars wiirde am Boden der Kryosphire an
den Marspolen einem Druck von 1 kbar ausgesetzt sein, wenn es eine Tiefe von 10 km er-

t.2¥8] Da auf der Marsoberfliche geringe Mengen an Perchloratsalzen detektiert wur-

reich
den,% wurde angenommen, dass bei den oben beschriebenen kalten Umgebungen hohe Kon-
zentrationen an Perchloratsalzen unter der Oberflidche fiir eine starke Gefrierpunktserniedri-
gung sorgen konnten. Jedoch wurde auch gezeigt, dass Perchloratsalze durch den oxidativen
Stress nachteilige Auswirkungen auf mikrobielles Leben auf der Erde haben!®>?°!, weshalb
dieser Faktor die Lebensfahigkeit dieser Umgebungen mit beeinflussen kann. Zusétzlich zu den
Perchloratsalzen sind Sulfate weit iiber die Marsoberfliche verteilt.[>>]

Um die Habitabilitdt von unterirdischen Umgebungen beurteilen zu kénnen, wurde in diesem
Projekt der kombinierte Einfluss von mehrfach geladenen, ionischen Salzen und hohen Drii-
cken untersucht. Obwohl iiber die Auswirkungen von zelluldren, organischen Osmolyten auf
Organismen, die in der Tiefsee unter Hochdruckbelastungen von bis zu 1 kbar vorkom-
men?>#46] recht viel bekannt ist, ist die kombinierte Wirkung von hohem Salzgehalt, niedriger
Temperatur und hohem Druck auf biochemische Prozesse immer noch terra incognita. Bisher
sind als einzige Gruppe von Organismen, die in der Lage sind, enorme Mengen an anorgani-

schen Salzen (insbesondere K* bis zu 3-5 M) bei Umgebungsdruck zu tolerieren, die extrem

halophilen Vertreter der Archaeen bekannt.[**]
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Friihere Studien haben die denaturierenden Auswirkungen von chaotropen Ionen, wie Perchlo-
raten, auf die Aktivitit von o-CT und anderen Enzymen gezeigt.[®>?3*] Umgekehrt haben stabi-
lisierende Salze, wie Natriumsulfat,!”>¥ nachweislich die Aktivitdt und strukturelle Stabilitit
von a-CT erhéht.[*>] Das Wissen dariiber, wie diese Salze die Enzymaktivitiit beeinflussen, ist
weitgehend auf Umgebungstemperaturen und -driicke beschrinkt. Deshalb ist das Ziel dieser
Studie ein besseres Verstindnis beziiglich der Auswirkungen dieser Effekte unter hohem Druck
zu erreichen.

In dieser Arbeit werden die Auswirkungen von Mars-relevanten Salzen (MgSOs und
Mg(Cl0O4)2) und hohen hydrostatischen Driicken auf die Aktivitét und strukturelle Stabilitit von
a-CT, einem Archetyp eines Verdauungsenzyms, untersucht. Die hier untersuchten Konzentra-
tionen von MgSO4 und Mg(ClOs); erlauben einen Vergleich der Auswirkungen beider Salze
auf dieses System, da Konzentrationen von Mg(ClO4)2 von mehr als 1 M die Entfaltung von a-
CT bei Raumtemperatur induzieren. Diese Arbeit fordert das Verstdndnis dariiber, wie sich der
kombinierte Einfluss von hohen Konzentrationen dieser Ionen und hohem Druck auf die Bio-

chemie und auf die Uberlebensfihigkeit von Mikroorganismen auswirkt.

7.2 Probenpréparation

Lyophilisiertes a-CT aus dem Rinderpankreas, Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), sowie
die Salze MgSO4 und Mg(ClO4)2 wurden von Sigma Aldrich erhalten. Fiir die Messung der
Enzymaktivitit wurden die erworbenen Chemikalien ohne weitere Aufreinigung verwendet.
Unter Verwendung der Hochdruck-Stopped-Flow-Apparatur wurden die Messungen der En-
zymaktivitit in Zusammenarbeit mit STEWART GAULT durchgefiihrt. Das Enzym wurde als
20 uM gepufferte Stammlosung (0.1 M Tris-HCI, 0.01 M CaCl,, pH = 7.8) in Ab- oder Anwe-
senheit von MgSO4 oder Mg(ClO4); bei entweder 0.25 M oder 0.5 M gelost. Stammldsungen
von N-Succinyl-Phe-p-Nitroanilid (SPpNA) wurden bei einer Konzentration von 8 mM in den
gleichen Puffer- und Salzkonzentrationen wie bei der Enzymstammlosung hergestellt. Fiir die
Messung der Enzymaktivitit wurden folgende Substratkonzentrationen gewahlt: 0.25, 0.5, 1, 2
und 4 mM, wobei nach dem Mischen die jeweilige Konzentration an Enzym oder Substrat im
Aktivitdtsassay halbiert wurde. Die getesteten Driicke betrugen 1, 500, 1000, 1500 und
2000 bar. Die Reaktion wurde 50 Sekunden nach dem Mischen als Anderung der Extinktion
aufgrund der Bildung des Reaktionsproduktes p-Nitroanilin verfolgt (siche Abbildung 3-2). Die
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Temperatur wurde durch einen externen Thermostaten geregelt und auf 20 °C gehalten. Die ki-
netischen Parameter wurden analog zu den anderen Projekten mithilfe von Gl. 2-2 und 2-6
ausgewertet.

Zur Durchfiihrung der FTIR-Experimente wurde das Enzym o-CT unter Verwendung einer
Amicon Ultra-Zentrifugationseinheit mit einer Porengréfe von 10 kDa gegen D,O dialysiert
und anschliefend lyophilisiert. Fiir die druckabhdngigen FTIR-Studien wurden die Messungen
in 100 mM Tris-Puffer mit 10 mM CaCl, in Ab- und Anwesenheit von Mg(ClO4)2 und die
temperaturabhdngigen Experimente in einem 100 mM Phosphatpuffer mit 10 mM CaCl, durch-
gefiihrt. Der pD-Wert beider Puffer wurde durch Zugabe von DCl auf 7.8 eingestellt. Im Kapitel
2.2.2 Experimentelles ist die jeweilige Messzelle, sowie Durchfiihrung und Auswertung des
Versuchs im Detail aufgefiihrt. Die thermische Aquilibrierungszeit betrug 15 Minuten, fiir die
druckabhiingigen Studien betrug die Aquilibrierungszeit fiinf Minuten. Es wurde eine Protein-
konzentration von 5 gew.-% gewihlt und die Temperatur der jeweilige Messzelle wurde mit
einem externen, zirkulierenden Wasserthermostat reguliert. Entfaltungstemperaturen sowie

Entfaltungsdriicke konnten mithilfe Gl. 2-10 und Gl. 2-11 berechnet werden.

7.3 Ergebnisse und Diskussion

Die kombinierte Wirkung von Druck und hohen Konzentrationen von Mars-relevanten Salzen
auf Enzymreaktionen wurde bisher noch nicht untersucht. Die MICHAELIS-MENTEN-Dia-
gramme in Abbildung 7-1 zeigen die Aktivitdt von o-CT in Abwesenheit und Gegenwart von
MgSO4 und Mg(ClOs),. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Aktivitdt von a-CT mit
zunehmendem Druck steigt, was auch bereits in friiheren Studien beobachtet wurde.[*%130236]
Die Abbildungen 7-2a,b veranschaulichen, dass die MICHAELIS-Konstante mit zunehmenden
Druck leicht verringert wird, womit die Affinitit des Substrats bei Kompression leicht zu-
nimmt. Die Wechselzahl erh6ht sich um das 2-3fache (Abbildung 7-2¢,d) und die katalytische
Effizienz steigt um den Faktor 5 bei einer Kompression von 1 bis 2000 bar (Abbildung 7-2e,f).
In Tabelle i-11 sind die kinetischen Parameter von a-CT im Tris-Puffer in Abwesenheit und
Gegenwart von MgSO4 und Mg(ClO4), aufgefiihrt. Die Daten zeigen, dass die Wechselzahl
von a-CT bei jedem gemessenen Druckpunkt bei beiden Mg(Cl04)2-Konzentrationen niedriger
ist als im reinen Puffer. Trotz der niedrigeren kca-Werte fithren die verringerten Km-Werte zu

einer hoheren katalytischen Effizienz bei 2000 bar und 0.25 M Mg(ClOs4)> im Vergleich zu rei-
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nem Puffer, wihrend die Kkatalytische Effizienz bei 2000bar in Anwesen-
heit von 0.5 M Mg(ClO4)> reduziert ist. Das Enzym o-CT weist bei Kompression in Gegen-

wart von MgSO4 bei beiden untersuchten Konzentrationen hohere kca-Werte, niedrigere Kwm-

Werte und groBere katalytische Effizienzen auf.
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MICHAELIS-MENTEN-Diagramme der enzymatischen Aktivitit von a-CT bei 20 °C in
verschiedenen Pufferlosungen bei den zwei ausgewéhlten Driicken von 1 bar und 2 kbar.

Die Anderung der kinetischen Parameter, sowohl in realen Zahlen als auch in Prozent, sind in
den Abbildungen 7-2a-f aufgefiihrt. Die groBte proportionale Anderung von kear von 1 auf
2000 bar wurde in Gegenwart von 0.25 M Mg(CIO4) (+144 %) beobachtet. Fiir die MICHAE-
Lis-Konstante konnte die groBte proportionale Anderung im reinem Puffer (-77 %) und von kesr

in Gegenwart von 0.25 M MgSO4 (+466 %) beobachtet werden.
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Abbildung 7-2: a, ¢, ¢) Druckabhéngigkeit der kinetischen Parameter (Kwm, kcat, und kesr) der a-CT-kata-
lysierten Hydrolysereaktion von SPpNA unter verschiedenen Salzbedingungen. B, d, f) Jede untersuchte
Salzbedingung wurde bei 1 bar auf ihre eigenen, kinetischen Parameter normiert (Startpunkt: 100 %).
Aktivierungsvolumen g) bei hohen Substratkonzentrationen (dementsprechend die fiir kc.: verantwortli-
che Volumeninderung) und h) in Abhéngigkeit der Substratkonzentration. Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar.
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Abbildung 7-2g und Tabelle i-12 zeigen die Daten fiir das Aktivierungsvolumen, die mittels
Gl. 2-6 bestimmt wurden. Alle berechneten Aktivierungsvolumina weisen einen negativen
Wert (GréBenordnung -8 bis -11 mL mol™!) auf, der dem in der Literatur beschriebenen Wert
dhnlich ist.['%18] Dariiber hinaus steigt A¥* mit zunehmender Substratkonzentration leicht an
(Abbildung 7-2h und Tabelle i-13) und erreicht Plateauwerte fiir Substratkonzentrationen von
etwa 2 mM, d. h. fiir Konzentrationen, bei denen das Enzym mit Substrat gesattigt vorliegt. Da
bei hohen Substratkonzentrationen, vo & kcat gilt, beschreibt das Aktivierungsvolumen die Vo-
lumendifferenz von Ubergangszustands (ES?) und Enzym-Substrat-Komplexes (ES), wihrend
bei niedrigeren Substratkonzentrationen vo X kca/Km gilt und somit die Volumenénderung der
Substratbindung mit eingeschlossen wird.””3! Der Beitrag der Substratbindung scheint gering-
fligig von den jeweiligen Losungsbedingungen abzuhiingen und betriigt etwa -4 bis -6 mL mol™..
Das bedeutet im Umkehrschluss, dass der ES-Komplex im Vergleich zu den Teilvolumina von
Enzym und Substrat etwas kompakter ist, da vermutlich Hohlrdume der aktiven Tasche durch
die Substratbindung verringert werden. AV?-Werte fiir alle untersuchten Salzbedingungen zei-
gen keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum reinen Puffer. Insgesamt ist der Uber-
gangszustand kompakter als der ES-Komplex, was auf eine Abnahme des Hohlraumvolumens
und/oder eine Hydratation von Ladungen (Elektrostriktionseffekt) im Ubergangszustand zu-
riickgefiihrt werden konnte.

Der Unterschied in der Wirkung beider Salze ist weitgehend darauf zuriickzufiihren, inwieweit
sie bevorzugt mit dem Peptid wechselwirken (Perchlorat) oder von der Peptidoberflidche aus-
geschlossen sind (Sulfat).[*>”! Erwihnenswert ist auch, dass dies zwar als Anionen- oder Kati-
oneneffekt betrachtet werden kann, aber aufgrund des unterschiedlichen Ausmalfles, in dem sich

die Ionen in Wasser miteinander paaren, das gesamte Salz betrachtet werden sollte.[>®]
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Abbildung 7-3: Normierte, temperaturabhéingige FTIR-Spektren von a-CT (50 mg mL™). a) in reinem
Puffer (+ 10 mM CaCl,), ¢) 0.25 M und ¢) 0.5 M Mg(ClOs), bei Umgebungsdruck und die entsprechen-
den Sekundérstrukturinderungen (b, d, f), die sich aus dem Kurvenanpassungsverfahren ergeben. Pfeile
symbolisieren den steigenden Verlauf der Temperatur und die Linien représentieren die BOLTZMANN-
Anpassungen an die experimentellen Daten unter Verwendung von GI. 2-10.
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Um den temperatur- und druckabhéngigen Entfaltungsprozess von a-CT im Detail verfolgen
zu konnen, wurden die Sekundérstrukturdnderungen in Gegenwart von Magnesiumperchlorat
im Vergleich zu reinem Puffer (+10 mM CaCly) mittels FTIR-Spektroskopie gemessen, wobei
ein Temperaturbereich zwischen 20 bis 70 °C und ein Druckbereich zwischen 1 bar bis 10 kbar
(1 GPa) gewihlt wurde. Abbildung 7-3 zeigt die normierten, temperaturabhéngigen FTIR-
Spektren von a-CT (Abbildung 7-3a,c,e) sowie die entsprechenden Anderungen der Sekun-
darstrukturelemente (Abbildung 7-3b,d,f) fiir verschiedene Konzentrationen an Perchlorat. Bei
Atmosphédrendruck und 20 °C zeigt die Amid-I"-Bande von a-CT im reinen Puffer eine breite
Bande bei 1638 cm™!, wiihrend bei hohen Temperaturen Aggregationsbanden bei 1617 cm™ und
1684 cm™! auftreten. Die erhaltenen Sekundirstrukturkomponenten (Abbildung 7-3b), die aus
dem Kurvenanpassungsverfahren ermittelt wurden, stimmen mit friiheren Ergebnissen von
MEERSMAN et al. iiberein.?>]

Bei Atmosphirendruck und 20 °C weist das Enzym einen hohen Anteil an intramolekularen f3-
Faltblittern (~ 43 %) und Schleifen (~ 21 %) sowie geringe prozentuale Anteile an a-Helices
(~ 9 %) auf. Diese Ergebnisse stimmen ziemlich gut mit den kristallographischen Daten iiber-
ein.!?%! Die beobachteten, geringfiigigen Unterschiede zwischen den Réntgenbeugungs- und
FTIR-Ergebnissen (sieche auch Tabelle i-14) kdnnen auf unterschiedliche Absorptionskoeffi-
zienten der verschiedenen Sekundérstrukturelemente zuriickgefiihrt werden, was nicht aus-
schlaggebend ist, da hier im Wesentlichen nur auf relative Anderungen eingegangen wird. Bei
der temperaturinduzierter Entfaltung nimmt der intramolekulare -Faltblatt-Anteil um etwa
5 % ab und die Aggregation des Proteins in reinem Puffer erfolgt durch Bildung intermoleku-
larer B-Faltblétter (Abbildung 7-3b).

Bemerkenswerterweise tritt in Gegenwart von Mg(ClO4), wéhrend des temperaturinduzierten
Entfaltungsprozesses keine Aggregation durch Bildung intermolekularer B-Faltblatter auf. Statt
der Zunahme intermolekularer B-Faltblétter wird hier ein Anstieg an Schleifen und a-Helices
beobachtet, wobei die relative Abnahme der intramolekularen B-Faltbldtter auch in Anwesen-
heit von Perchlorat festgestellt werden konnte. Mit zunehmender Perchloratkonzentration sinkt
die Entfaltungstemperatur von a-CT von 57.6 °C auf 39.8 °C. Das Salz fiihrt zu einer deutlichen
Abnahme der Temperaturstabilitit des Proteins. Ferner nimmt die Breite des sich entfalteten
Ubergangsbereich bei Zugabe von Perchlorat zu, was auf eine abnehmende Kooperativitit des

Ubergangs hindeutet.
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Abbildung 7-4 zeigt die normierten, druckabhingigen FTIR-Spektren von a-CT (Abbildung
7-4a,c,e) und die entsprechenden Sekundirstrukturdnderungen (Abbildung 7-4b,d,f) bei ver-
schiedenen Perchloratkonzentration fiir 35 °C im Bereich von 1 bis 10* bar. Mit zunehmendem
Druck in reiner Pufferlosung verschiebt sich die Amid-1"-Bande zu héheren Wellenzahlen und
eine partielle Entfaltung wird bei etwa 6.7 kbar beobachtet. Hinsichtlich der relativen Anderun-
gen der Sekundérstrukturelemente nimmt der prozentuale Anteil an Schleifen und a-Helices
(~+4 %) zu, wihrend der Prozentsatz der intramolekularen B-Faltblitter bei der Kompression
gleichzeitig abnimmt (~ -4 %). In Gegenwart von 0.25 M Mg(ClO4): sind die relativen Sekun-
dérstrukturdnderungen dhnlich und a-CT entfaltet teilweise bei einem niedrigeren Druck
(5.6 kbar, 35 °C) im Vergleich zum reinen Puffer. Zusammenfassend lésst sich sagen, dass das
Enzym auch in Gegenwart von Mg(ClO4)> sehr druckstabil und die temperatur- und druckindu-
zierte (partielle) Entfaltung unter allen gemessenen Bedingungen irreversibel ist.

Im Gegensatz zum konformationellen Entropiegewinn der Peptidkette, die im Wesentlichen die
Triebkraft fiir die temperaturinduzierte Entfaltung von Proteinen darstellt, spielen fiir den
druckinduzierten Entfaltungsprozess Volumendnderungen und Kompressibilititen eine ent-
scheidende Rolle, wobei das System ein kleineres Volumen bei héheren Driicken anstrebt.!*721%!
Um ein quantitatives Ergebnis zu erhalten, wurde die Volumenénderung der teilweisen Entfal-
tung, AVy, mittels Gleichung 2-11 bestimmt. Fiir die teilweise Entfaltung von a-CT bei 35 °C
in Abwesenheit von Mg(ClO4), konnte ein Wert von AV, = -41 £ 7 mL mol ™! ermittelt werden,
der mit der Volumeninderung des precursors (Chymotrypsinogen) konsistent ist’**!), und einen
typischen Wert fiir die Entfaltung monomerer Proteine darstellt.?*!07:174.210] Bej niedrigeren
Temperaturen (z. B. 25 °C) oder héheren Perchloratkonzentrationen (0.5 M) werden bei druck-
induzierter Entfaltung geringere Verdanderungen der Sekundarstrukturelemente beobachtet, was

sich in kleineren AV,-Werten widerspiegelt.
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Abbildung 7-4: Normierte, druckabhingige FTIR-Spektren von a-CT (50 mg mL™). a) in reinem Puffer
(+ 10 mM CaCly), ¢) 0.25 M bei 25 °C und ¢) 0.5 M Mg(ClO4), bei 35 °C und die entsprechenden Se-
kundérstrukturdnderungen (b, d, 1), die sich aus dem Kurvenanpassungsverfahren ergeben. Pfeile sym-
bolisieren den steigenden Verlauf der Temperatur und die Linien reprasentieren die BOLTZMANN-An-
passungen an die experimentellen Daten unter Verwendung von Gl. 2-11.
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Anhand dieser temperatur- und druckabhéngigen FTIR-Messungen konnte ein p, 7-Stabilitits-
phasendiagramm von o-CT in An- und Abwesenheit von Magnesiumperchlorat erstellt werden,
welches in Abbildung 7-5 dargestellt ist. Bei niedrigeren Temperaturen und Driicken wird der
native Zustand des Proteins bevorzugt. Beim Uberschreiten der Phasengrenze zum entfalteten
Zustand verliert die native Konformation ihre Stabilitdt und das Protein entfaltet sich teilweise,
wodurch seine enzymatische Aktivitdt verloren geht. Wie aus Abbildung 7-5 deutlich zu erken-
nen ist, verringert eine Erh6hung der Perchloratkonzentration die Druck- und die Temperatur-
stabilitdt des Proteins, wodurch die Grenze zu niedrigeren Temperatur- und Druckwerten ver-
schoben wird. Das Enzym ist jedoch im gesamten p, T-Bereich, der in den HPSF-Studien ab-
gedeckt wurde, und auch in Gegenwart beider verwendeten Salzkonzentrationen stabil.

Literaturdaten zum Phasendiagramm des o-CT gibt es nur fiir andere Losungsbedingungen.
Zum Beispiel findet die Entfaltung des Proteins in Abwesenheit von Ca*" bei 4.9 kbar (T =
21 °C) und bei 41 °C (Umgebungsdruck) statt.?*) Wie erwartet, wirken sich die Ca*"-Ionen
positiv auf die Temperatur- und Druckstabilitit des Proteins aus, hochstwahrscheinlich durch
die Verringerung der Repulsion negativ geladener Seitenketten des Proteins. Eine stabilisie-
rende Wirkung von Ca**-Ionen auf das Protein wurde auch in anderen Entfaltungsstudien beo-
bachtet.>2¢4 Eine ausgepriigte, destabilisierende Wirkung von Perchlorat, das ein typisches
Anion mit niedriger Ladungsdichte am duflersten Rand der HOFMEISTER-Reihe fiir Anionen ist,
wurde auch bei Lysozym (pH = 7) beobachtet und ist voraussichtlich auf eine schwache Bin-
dung der Perchlorat-Anionen an das Protein zuriickzufiihren.[26326¢) Dies reduziert die GIBBS-
Energie, die mit der Hydratisierung des exponierten Inneren des Proteins bei der Entfaltung
verbunden ist, wodurch das native Protein destabilisiert wird. Wie von DOUGAN et al. (2017)2¢7]
gezeigt wurde, dndert sich auch die Wasserstruktur bei hohen Perchloratkonzentrationen, die
den Bedingungen im Marsboden nachempfunden sind, deutlich. Die Arbeitsgruppe hatte au-
Berdem herausgefunden, dass die tetraedrische Struktur von Wasser stark beeintriachtigt wird,
wobei die Auswirkungen vergleichbar sind mit dem Effekt von hohem Druck (in einer GroB3en-
ordnung von etwa 20 kbar) auf reines Wasser. Interessanterweise liegen die Mg?"- und
ClO4-Ionen unter diesen Bedingungen, liber mehrere wasserstoffbriickenbildende Wassermo-
lekiile hinweg, ladungsgeordnet vor, wodurch die Eisbildung bei niedrigen Temperaturen ver-

hindert wird.
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p, T-Stabilititsphasendiagramm von a-CT (50 mg mL"!,+ 10 mM CaCl,) in Abhingig-
keit verschiedener Mg(ClO4),-Konzentrationen. Die Linien, mit AG = 0, stellen den Ubergang vom na-
tiven in den (teilweise) entfalteten Zustand dar. Die kinetischen Untersuchungen an der HPSF-Appara-
tur wurden in einem Bereich durchgefiihrt, bei dem das Protein im nativ gefalteten Zustand vorliegt.
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

7.4 Zusammenfassung

Uber die Auswirkungen hoher Ionenkonzentrationen auf die Uberlebensfihigkeit von Mikro-
organismen oder die kombinierte Wirkung von Ionen und hohem Druck ist wenig bekannt.
Dennoch kénnen diese Kombinationen die Habitabilitét tiefer, unterirdischer Umgebungen auf
der Erde und moglicherweise auch auf anderen Planeten potenziell beeinflussen. Obwohl die
Frage, ob auf dem Mars Leben mdglich ist, weiterhin spekulativ bleibt, kénnen Uberlegungen
angestellt werden, wie die auf dem Mars zu erwartenden physikalischen und chemischen Be-
dingungen theoretisch die Lebensfdhigkeit beeinflussen. Terrestrische Organismen und Biomo-
lekiile kénnen verwendet werden, um den Grenzraum der Uberlebensfihigkeit unter den ge-
nannten Marsbedingungen zu erforschen. In dieser Studie wurde ein gut charakterisiertes En-
zym verwendet, um die kombinierten Effekte von Perchlorat-Ionen und hohen Driicken unter
diesen Extrembedingungen zu untersuchen. Aus den MICHAELIS-MENTEN-Diagrammen ist er-

sichtlich, dass eine Erhdhung des hydrostatischen Drucks auch die Enzymaktivitit von a-CT
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erhoht, selbst in Gegenwart hoher Konzentrationen des chaotropen Salzes Mg(ClO4),. Da a-CT
ein negatives Aktivierungsvolumen aufweist, wird die mit dem Druck zunehmende Aktivitét
weitgehend auf das zuvor beschriebene Prinzip von LE CHATELIER zuriickgefiihrt.’%13%-256] An.
hand der Kinetikparameter konnte gezeigt werden, dass Mg(ClO4), die Aktivitét von a-CT bei
beiden Konzentrationen, 0.25 M und 0.5 M, und unter allen getesteten Druckbedingungen re-
duziert. Dies steht mit friiheren Studien bei Umgebungsdruck im Einklang, die die gleiche Wir-
kung von Perchloratsalzen auf a-CT und andere Enzyme zeigten.!%>%3 Dariiber hinaus stimmt
die Beobachtung, dass MgSO4 die Aktivitit von a-CT erhdht, mit fritheren Studien iiberein, die
zeigen, dass das Sulfat-Ion Proteine stabilisiert®* und die Aktivitit von a-CT erhohen

(255

kann®*], Dieser sulfatinduzierte Effekt ist auch vom Substrat abhiingig, da er in einer kineti-

schen Studie unter Verwendung des Substrats N-Benzoyl-L-Tyrosin-Ethylester nicht festge-
stellt wurde.*>*

Infolge eines steigenden hydrostatischen Drucks wurden fiir die verschiedenen Salzbedingun-
gen unterschiedliche proportionale Erh6hungen der kc.-Werte beobachtet. Aus fritheren Stu-
dien bei atmosphérischem Druck ist bekannt, dass Perchloratsalze die strukturelle Stabilitit von
a-CT verringern. Es kann daher sein, dass hohe Driicke diesen negativen Struktureffekt teil-
weise riickgingig machen, was sich in einem stirkeren proportionalen Anstieg von kcar duf3ert.
Im Wesentlichen wird der destabilisierende Salzeffekt bei hoheren Driicken geringer, was zu
einer groBBeren als der erwarteten Aktivitdtszunahme fithren kann. Dies deutet auf die Existenz
einer vorteilhaften Salz-Druck-Aktivitits-Wirkung hin. Die Verschiebung der Grenzlinien von
a-CT im Druck-Temperatur-Stabilitdtsdiagramm zu niedrigeren Driicken und Temperaturen
mit zunehmender Mg(ClO4)>-Konzentration deutet ebenfalls darauf hin, dass sich der Bereich
der hochsten Stabilitit gleichzeitig auch nach links verschiebt. Es ist interessant darauf hinzu-
weisen, dass die Stabilitdtsmaxima der meisten Proteine in dem Temperaturbereich liegen, in-
dem Leben moglich ist, was auf die besondere Temperaturabhéngigkeit der spezifischen Ent-
faltungswirme der Proteine zuriickzufiihren ist.¢!

Die Kurvenverldufe der Druck-Temperatur-Phasendiagramme der meisten Proteine dhneln dem
Verlauf der Lebensféhigkeit von Organismen, wéihrend Lipide und Nukleinsduren im Regelfall
lineare Druck-Temperatur-Phasendiagramme besitzen.[**?%°1 Durch das Hinzufiigen einer z-
Achse in Abbildung 7-5, die die freie Energie der Entfaltung reprisentiert (AG,), kann der Pha-
senraum der Proteinstabilitit auch in Abhéngigkeit der freien Energie dargestellt werden. In

diesem Phasenraum wiirde o-CT ein Stabilitdtsmaximum aufweisen, das bis zu den gemessenen
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Entfaltungsdriicken und -temperaturen absinkt, wobei AGyu = 0 ist. Es wére interessant zu wis-
sen, wie die Perchloratsalze die Position des Stabilitditsmaximums beeinflussen. Anhand der
Grafik kann angenommen werden, dass das untersuchte Perchloratsalz das Stabilitdtsmaximum
zu niedrigeren Temperaturen verschiebt. Wiirde es auch die Region der maximalen Lebensfa-
higkeit verschieben? Wenn ja, wiirde dies darauf hindeuten, dass das Leben in Perchlorat-Laken
giinstiger ist, wenn es ebenfalls erhohten Druck und niedrigere Temperaturen erféhrt (eine dhn-
liche Beziehung zwischen Salzgehalt, Druck und Temperatur beziiglich des Wachstums von

).27 In diesem Zusammenhang

Halomonas species wurde von KAYE und BRASS beschrieben
ist es von groflem Interesse, dass solche Umgebungen auf dem Mars potenziell beobachtet wur-
den.[%4248.271] Wihrend also konzentrierte Perchlorat-Laken die Habitabilitit eines wissrigen
Milieus reduzieren, konnen hohe Driicke und niedrigere Temperaturen dem schédlichen
Perchlorat-Effekt entgegenwirken und so die Uberlebenswahrscheinlichkeit erhdhen. Es gibt
bereits vorliufige Hinweise dafiir, dass Temperaturen unter 0 °C die Uberlebenswahrschein-
lichkeit von Bakterien in Perchlorat-Laken vergroBert.[2”?]

Wihrend die Auswirkungen von niedrigen Temperaturen auf dieses Modellenzym in Gegen-
wart von Perchloratsalzen unbekannt bleiben, wurde gezeigt, dass hohe Driicke die Enzymak-
tivitdt selbst in Gegenwart eines destabilisierenden Salzes, dessen Konzentration auf dem Mars
vorhergesagt wird, noch erhdhen kann. Dartiber hinaus konnen hohe Driicke eine groBere struk-
turelle Stabilitédt verleihen und die destabilisierende Wirkung von Perchloratsalzen auf Proteine
verringern. Es wire von besonderem Interesse, das Verstiandnis des Perchlorat-Druck-Tempe-
ratur-Effekts auf Membranproteine zu erweitern, da diese zusétzlich zu den sekretierten Bio-
molekiilen direkt der perchloratreichen Umgebung ausgesetzt sind. Daher konnte der Effekt,
den konzentrierte Perchloratsalze auf Prozesse, wie den molekularen Transport und die Signal-
transduktion ausiiben, von besonderer Bedeutung fiir die Habitabilitdt sein. Schlielich konn-
ten, dhnlich wie im Fall der Enzyme extrem halophiler Archaeen, die enormen Mengen an an-
organischen Salzen ausgesetzt sind®*!, Anderungen der Aminosiurezusammensetzung, z. B.
durch Anderung des Verhiltnisses von negativ zu positiv geladenen und hydrophoben Res-

[93

ten'], bei der Optimierung der Enzymaktivitit unter solch extremen Salzkonzentrationen hel-

fen.
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8. Optimierung der Formiatdehydrogenase-Aktivitit durch Cosolute, Tem-

peratur und Druck

8.1 Einleitung
NAD"-abhingige Dehydrogenasen stellen eine wichtige Klasse von Enzymen fiir essentielle
Stoffwechselvorginge dar, deren katalysierte Reaktionen fiir die industrielle Produktion von
Bedeutung sind und zu einer der am meisten untersuchten Proteinfamilien gehoren. Die Formi-
atdehydrogenase (FDH) hat sich als eines der geeignetsten und einfachsten Modelle zur Unter-
suchung des allgemeinen Katalysemechanismus des Hydridionentransfers erwiesen.!®) Dabei
katalysiert FDH, das im Allgemeinen als Homodimer ohne gebundene Metallionen oder pros-
thetische Gruppen vorliegt,?’! die Oxidation vom Formiatanion zu Kohlenstoffdioxid bei
gleichzeitiger Reduktion von NAD" zu NADH (Abbildung 8-1a). Zu den wichtigsten industri-
ellen Anwendungen von FDH zihlen die CO»-Fixierung!®!"]

ling.[!!1 Der hohe Verbrauch an Cofaktoren wie NADH oder NADPH in industriell relevanten

und das Nicotinamid-Recyc-

Enzymsystemen ist mit erheblichen Kosten verbunden.”) Um diese Kosten zu minimieren, be-
ziehungsweise den Prozess wirtschaftlich rentabler zu gestalten, wurde in den letzten Jahren
intensiv an der FDH-Reaktion geforscht.2’#2781 Allerdings weist das Enzym einige Nachteile
hinsichtlich der chemischen, thermischen sowie langfristigen Stabilitét, der hohen Produktions-

11,277

kosten nativer FDH und ihrer mangelhaften katalytischen Effizienz auf! 1 Zur Verbesserung

von Enzymeigenschaften hat sich das Protein engineering in Form von rational design und

directed evolution etabliert.[-!1:278:279]
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a)
Formiat NAD' Kohlenstoffdioxid
H (e}
= NH —r—
Na+ o /\o N | 2 (e} ] o +
A Formiatdehydrogenase
N Candida boidinii
R
b)
(0] OH
| | Alkoholdehydrogenase '
R;—C—R, Ri—C—R
Ketone Chirale Alkohole
NADH
K / HCOO"
Formiatdehydrogenase

Formiatdehydrogenase (PDB: 5DN9, + NAD" (blau))-Reaktion von NAD" und For-
miat unter Bildung der Produkte CO, und NADH. b) Schematische Darstellung eines Regenerations-
prozesses von reduzierten Cofaktoren durch die FDH-katalysierte Reaktion.

Das Hauptaugenmerk dieser Studie liegt auf der Verwendung von Umweltparametern wie
Druck, Temperatur oder chemischen Additiven als zusédtzliche Faktoren zur weiteren Verbes-
serung der operativen Stabilitdt und der katalytischen Effizienz dieser enzymatischen Zwei-
Substrat-Reaktion. Chemische Additive, wie Osmolyte oder Crowder-Molekiile, konnen die
Stabilitdt des Enzyms sowie die Reaktionskinetik beeinflussen, indem sie zum Beispiel die Ak-
tivitdtskoeffizienten der Substrate und Kofaktoren verdndern. Ein weiterer wirkungsvoller Pa-
rameter zur Verbesserung der Stabilitit und Aktivitit von Enzymen ist der hoher Druck.!!*97:197]
Beispielsweise bewirkt ein geringeres Volumen des Ubergangszustandes des Enzym-Substrat-
Komplexes im Vergleich zu den Teilvolumina der Reaktanden bei der Kompression eine er-
hohte Reaktionsgeschwindigkeit. Auch eine hohere Konformationsflexibilitdt kann durch

Druck induziert werden, was normalerweise vorteilhaft fiir die enzymatische Aktivitét ist oder

zu einer effektiveren Substratkonformation fiihrt.l'>®! In den letzten Jahren hat das Interesse
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an der Untersuchung der Druckabhingigkeit biomolekularer Systeme stark zugenom-
men.[1496:100.104] Djes ist nicht {iberraschend, da die Mehrheit der mikrobiellen Lebensraume auf
der Erde aus der Tiefsee stammt. Bemerkenswert ist, dass unter verschiedenen Umweltbelas-
tungen, einschlielich hoher Driicke und kalten Temperaturen, bei extremophilen Organismen
verschiedene Arten von Extremolyten gefunden wurden, wie z. B. Trimethylamin-N-oxid
(TMAO), die es ihren Zellen ermdglichen, unter solch harschen Umweltbedingungen zu iiber-
leben.[4346:280-2821 TMAOQ ist in der Lage, einem druckbedingten Funktionsverlust der biomole-
kularen Systeme entgegenzuwirken, einschlielich der Proteinentfaltung bei hohen hydrostati-

139.192.281] Makromolekiile stellen eine weitere Klasse von geldsten Stoffen dar,

schen Driicken.|
die die Konformationsstabilitit und die strukturellen Eigenschaften von Proteinen und biologi-
schen Gleichgewichten in der biologischen Zelle beeinflussen konnen.[*>!72) Angesichts des
enormen wissenschaftlichen Interesses an der Nachahmung intrazelluldrer Bedingungen (die
Volumenbesetzung der Makromolekiile im Cytosol betrigt circa 30 %)%, wurde die Crowder-
Substanz Dextran als Additiv in dieser Studien mit einbezogen, um auch diesen Aspekt zu be-
riicksichtigen. Die experimentellen Ergebnisse der cosolvensfreien Reaktion wurden mit dem
thermodynamischen Modell perturbed-chain statistical associating fluid theory (PC-SAFT)
kombiniert, um die reaktionsmedien-unabhidngige MICHAELIS-Konstante (Kfj) zu berechnen.
Anhanddessen kann der Einfluss einiger Cosolute auf die scheinbare MICHAELIS-Konstante

vorhergesagt werden, um diese dann anschlieBend mit den experimentellen Daten vergleichen

zu konnen.

8.2 Probenpraparation

Lyophilisiertes Pulver der Formiatdehydrogenase (FDH) aus Candida boidinii, TMAO,
Dextran (10 kDa), Natriumformiat und Nicotinamidadenindinukleotid (NAD*/NADH) wurden
von Sigma Aldrich erworben. Alle Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet.
Fiir die Kinetikuntersuchungen wurde Tris-HCI-Puffer (100 mM Tris(hydroxymethyl)amino-
methan, pH = 7.5) verwendet. Die kinetischen Paramater (Kwm, Nap+, und kcar) wurden mittels der
Anfangsgeschwindigkeit der Steigung der linearen Anpassung der zeitabhdngigen Absorpti-
onsdaten (bei A = 340 nm) bestimmt, wobei die NAD"-Konzentration von 15 pM bis 300 uM
bei einer konstanten Formiatkonzentration von 200 uM variiert wurde. In dhnlicher Weise
wurde Kum, Formiat bei gleicher Enzymkonzentration ermittelt, wobei die NAD"-Konzentration

von 15 uM bis 300 uM bei einer Formiatkonzentration von 200 uM variiert wurde. Der pH-
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Wert fiir jede Losung wurde auf 7.5 eingestellt. Sowohl das Enzym als auch das Substrat wur-
den in den jeweiligen Pufferlésungen geldst und fiir mindestens 15 Minuten bei Raumtempera-
tur entgast. Die Anfangskonzentration des Enzyms betrug fiir alle Messungen vor dem Einfiil-
len in die Probenzelle 1 uM (0.5 uM nach dem Mischen mit der Substratlosung). Die Enzym-
aktivitdten bei verschiedenen Driicken wurden mit dem Hochdruck-Stopped-Flow (HPSF)-In-
strument gemessen. Die katalytische Aktivitit des Enzyms wurde durch die Freisetzung des
Produkts NADH verfolgt, bei der die Konzentration durch die Zunahme der optischen Absorp-
tion bei 340 nm unter Verwendung des LAMBERT-BEER "schen-Gesetzes mit dem molaren Ex-
tinktionskoeffizienten &340 nm = 6220 M™' cm™! bestimmt werden kann. Der molare Extinktions-
koeffizient des Produkts nimmt mit steigendem Druck leicht zu (~+230 cm™ M™! kbar!). Die
Temperatur wurde bei allen Messungen iiber einen externen Wasserkreislauf konstant bei 25 °C
gehalten und der Druck bis auf 2 kbar erhéht. Nach Erreichen des gewiinschten Drucks wurden
die Proben 5 min lang dquilibriert. Das System und die Funktion des Hochdruck-Stopped-Flow-
Instruments sind in Kapitel 2.1.2 Experimentelles ausfiihrlich beschrieben. Die FDH-Reaktion

folgt einem ,,bi-bi“-Mechanismus, der aus vier elementaren Reaktionsschritten besteht:?%*]

ky
r1:E+A+B‘—k E-A +B
-1

rE-A+B <~— E-A-B
ry: E-A-B — E-A+ PIT

ry: E-A T E+P;+P,
-4

mit E = FDH, A = NAD", B = Formiat, P; = CO, P, = NADH. Die Kinetik kann wie folgt
beschrieben werden:[?%!

Vmax * [A] ' [B]
Kin*Kup + Kup* [Al + Kma - [B] + [A] - [B]

v =

wobei Km,a) die Bindungskonstante von A an E, Kov ) die Bindungskonstante von B an E, K(ja)
die Dissoziation von EA, vmax die maximale Geschwindigkeit, [A] die molare Konzentration

von NAD+ und [B] die molare Konzentration von Formiat beschreibt.
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Unter den hier verwendeten Bedingungen (aufgrund des Uberschusses an Formiat liegt das
Gleichgewicht auf Seiten des EB-Komplexes, aufgrund der hohen Affinitét von NAD" liegt das
Gleichgewicht auf Seiten des E-NAD"-Komplexes) wurde die Auswertung mittels der MICHA-
ELIS-MENTEN-Gleichung (Gl. 2-2) durchgefiihrt, um die Wechselzahl kc.und die MICHAELIS-
Konstanten (Kwm,Formiat = (k-21k3)/k2, KmNap+ = (k-1+k2)/k1) zu bestimmen. Das Verhéltnis von
kea/Km beschreibt die katalytische Effizienz. Nach der Theorie von EYRING ist das Aktivie-
rungsvolumen, AV?, mit der Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit, und das Bindungsvolu-
men, AV, mit der Anderung der MICHAELIS-Konstante in Abhiingigkeit des Druck verbun-

den:[13:1°]

0 R - T RT’ ap ).~ T RT

T
(p = Druck, T = Temperatur, R = ideale Gaskonstante, v = k = Reaktionsgeschwindigkeit, ko= Reakti-

k
Oln (g ) AV* b) (a In Kgﬁ) A,

onsgeschwindigkeit bei einem Referenzdruck, hier 1 bar).

Das Aktivierungsvolumen beschreibt die Volumendifferenz des Ubergangszustandes (ES”) und
des Grundzustandes (ES) des Enzym-Substrat-Komplexes. Das Bindungsvolumen stellt die
Volumendifferenz des ES-Komplexes (ES) bzw. des Reaktandenzustands (E+S) dar. Aufgrund
der unterschiedlichen Kompressibilitit der Reaktanden, des ES-Komplexes und des Uber-
gangszustandes kénnen AV?*-Werte positiv oder negativ sein. Bei einer Zwei-Substrat-Reaktion
mit einem terniren Komplexmechanismus ist die Interpretation von AV* komplizierter.!'*!

Die Aktivierungsenergie der Reaktion, E,, ist iiber die ARRHENIUS-Gleichung mit der Ge-

schwindigkeitskonstante der Katalyse verkniipft:
E

_Za
kcaw = Ae RT
(4 = prdexponentieller Faktor) und kann aus der Steigung der linearen Regression der Kurve

von In(kcat) gegen 1/T erhalten werden.

Prinzipiell kann fiir die experimentelle Bestimmung von Kwv ein starker Einfluss der Reaktions-
bedingungen (u. a. Druck, pH, Temperatur, Cosolute) beobachtet werden.[?**2%5] Diese Be-
obachtung spiegelt sich auch in einigen Ergebnissen in dieser Arbeit wider. Diese Tatsache
beruht teilweise auch auf den nicht-idealen Eigenschaften (non-idealities) der Fliissigkeitsge-

mische, die durch die thermodynamische Aktivititen ihrer Komponenten hervorgerufen wer-
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den. Fiir einen aktivitdtsbasierten Ansatz miissen fiir die Komponenten Aktivititen verwen-

2861 Unter der Annahme, dass die molalitdtsbasierten Aktivititskoeffizienten des

det werden.|
Enzyms und des ES-Komplexes gleich sind, gilt fiir die thermodynamisch aktivititsbasierende
MICHAELIS-Konstante, Kfj, in Relation zur experimentell bestimmten MICHAELIS-Konstante,
K:1286]

Kﬁ: Ky - vs

Somit beschreibt K im Gegensatz zu Kuv einen Wert, der unabhiingig von Anderungen im Re-
aktionsmedium ist und die Vorhersage von Ku durch Cosolut-induzierten Anderungen erlaubt.
Der Aktivititskoeffizient des Substrates, yg, beriicksichtigt das nicht-ideale Verhalten des Fliis-
sigkeitsgemisches, das durch schwache Wechselwirkungen des Substrats mit den Komponen-
ten im Reaktionsgemisch hervorgerufen wird.

Druckabhingige FTIR-Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Julian Pietrzak mit einem
MAGNA 550 (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Hierzu wurde zunichst das Enzym
FDH unter Verwendung einer Amicon Ultra-Zentrifugationseinheit mit einer Porengréf3e von
10 kDa gegen D0 dialysiert und anschlieBend lyophilisiert. Fiir die druckabhangigen FTIR-
Studien wurden die Messungen in 100 mM Tris-Puffer durchgefiihrt. Der pD-Wert des Puffers
wurde durch Zugabe von DCI auf 7.1 eingestellt. Im Kapitel 2.2.2 Experimentelles wird die

Messzelle sowie die Durchfiihrung und Auswertung des Versuchs im Detail erldutert.

8.3 Ergebnisse und Diskussion

Mithilfe des Hochdruck-Stopped-Flow-Systems wurde die enzymatische Aktivitit der Zwei-
Substrat-Enzymreaktion im Multiparameterraum untersucht, der die Parameter Druck (1 bis
2000 bar), Temperatur (25- 45 °C) sowie verschiedene Arten von Cosoluten, darunter makro-
molekulare Crowder (Dextran) und Cosolventien (TMAO, Harnstoff), umfasst. Abbildung 8-2
zeigt die MICHAELIS-MENTEN-Plots fiir die durch FDH katalysierte Redoxreaktion von NAD™"
und Formiat bei verschiedenen Temperaturen (Abbildung 8-2A,C,E) und in verschiedenen Puf-

ferlosungen bei 25 °C (Abbildung 8-2B,D,F).
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MICHAELIS-MENTEN-Plots der Enzymreaktion von FDH bei verschiedenen Substrat-
konzentrationen, [Formiat], und Driicken, p: In reinem Puffer bei verschiedenen Temperaturen ( )
und in reinem Puffer in Anwesenheit von 0.8 mol kg' Dextran (B), 1 mol kg! TMAO (D) und
0.8 mol kg! Dextran + 1 mol kg! TMAO (F) bei 25 °C.
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Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt bei allen Substratkonzentrationen mit steigender Tempe-
ratur deutlich zu. Zunehmender Druck hat keinen signifikanten Einfluss auf die Reaktionsge-
schwindigkeit. Abnehmende Tendenzen der Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmendem
Druck sind lediglich in Anwesenheit von TMAO zu erkennen. In den anderen Versuchsreihen
(Abbildung 8-2A,B,C,F) ist fiir alle Substratkonzentrationen bis etwa 1 kbar ein leichter An-
stieg der Enzymaktivitit zu beobachten. Oberhalb dieses Drucks nimmt die Reaktionsge-
schwindigkeit ab. In Anwesenheit von 0.8 mol kg'! Dextran ist ein zusitzlicher Anstieg der
Geschwindigkeit der Enzymreaktion im Vergleich zur reinen Pufferlosung zu beobachten (Ab-
bildung 8-2B).

In Abbildung 8-3 ist die Druckabhingigkeit der kinetischen Parameter (MICHAELIS-Konstante,
Wechselzahl und katalytische Effizienz) fiir die FDH-Reaktion bei verschiedenen Temperatu-
ren (Abbildung 8-3A,C,E) und in verschiedenen Pufferlésungen (Abbildung 8-3B,D,F), bezo-
gen auf das Substrat Formiat, dargestellt. Km, Formiat Nimmt mit steigendem Druck, auch bei ho-
heren Temperaturen, ab, d. h. die Affinitdt des Substrats nimmt mit steigendem Druck leicht
zu. Bei hoheren Temperaturen nimmt der Km-Wert jedoch deutlich zu, bzw. die Affinitét ab.
Dies ist wahrscheinlich aufgrund der hoheren Konformationsdynamik des Proteins bei hohen
Temperaturen zu erkldren. Mit zunehmender Temperatur zeigen kcat und ketr einen drastischen
Anstieg. Bei einem Temperaturanstieg von 25 auf 45 °C steigen die kca-Werte etwa um das
Sechs- bis Achtfache und &efr um den Faktor drei bis fiinf. Als Konsequenz der druckinduzierten
Abnahme von Ky und des durch Druck nicht wesentlich beeinflussten kca-Wertes werden ho-
here Werte fiir die katalytische Effizienz beobachtet. Ein dhnliches Verhalten kann auch bei
den verschiedenen Pufferlosungen fiir kerr beobachtet werden.

Die groBte enzymatische Effizienz wurde fiir die 1 mol kg! TMAO-Ldsung bei 25 °C beobach-
tet. In Gegenwart von Dextran und TMAO nimmt die Wechselzahl von 1 bis 2000 bar gering-
fiigig ab und in Gegenwart von TMAO weist Km, Formiat den niedrigsten Wert im gesamten un-
tersuchten Druckbereich auf. Es ist bekannt, dass TMAO die Féhigkeit besitzt, bevorzugt mit
Wasser zu interagieren, was zu einer Erhohung der Wasserstoftbriickenbindungsanzahl und
Strukturierung des Losungsmittels fiihrt, jedoch wird TMAO von der Proteinoberfliche weit-
gehend ausgeschlossen (excluded volume Effekt).['%!!4] Aufgrund dieses indirekten Effekts
konnte bei einigen monomeren Proteinen eine erhdhte Temperatur- und Druckstabilitit beo-
bachtet werden.!'3%222223] Vorteilhafte Effekte von TMAO wurden auch auf die Enzymfunk-

tion, die Proteinpolymerisation sowie die Kanalaktivitit unter Hochdruckstress berich-
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tet.[2298225.2871 Dje Verringerung des Ku-Wertes in Anwesenheit von TMAO kann fer-
ner dadurch erkldrt werden, dass die Fluktuationen des Proteinriickgrats durch den Piezolyten
abschwicht werden und die kompakteste und aktivste Enzymkonformation, auch bei hohen
Driicken, begiinstigt wird.[*%8]

0.8 mol kg! Dextran zeigt einen negativen Effekt auf die MICHAELIS-Konstante. In Anwesen-
heit von Dextran konnten bei anderen Enzymreaktionen unterschiedliche Effekte beobachtet
werden, wobei die Effekte von der GroBel?®”! und Konzentration des Crowders>*® und der
GroBe des Enzyms abhingen.”°!l In diesem Fall wurde eine geringe GroBe (10 kDa) und
13 gew.-% Dextran verwendet, was den Diffusionswiderstand in der Probe erhdhen oder die

Aktivititskoeffizienten des freien Substrats in der Losung beeinflussen konnte.

3
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Abbildung 8-3: Druckabhéngigkeit der kinetischen Parameter fiir die durch FDH katalysierte Redoxre-
aktion von NAD" und Formiat bei verschiedenen Temperaturen und in verschiedenen Losungen ermit-
telt, wobei nur die Formiatkonzentration gedndert wurde: A/B) MICHAELIS-Konstante; C/D) Wechsel-
zahl; E/F) katalytische Effizienz.
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Die drastischsten Auswirkungen von Dextran und TMAO stehen ndherungsweise mit den PC-
SAFT-Berechnungen im Einklang (Abbildung 8-4, Tabelle 8-1). Fiir 1 mol kg! TMAO sind
die Vorhersagen innerhalb der experimentellen Unsicherheit sogar quantitativ zutreffend. Hin-
gegen ist die Prognose fiir den Effekt in Anwesenheit von Dextran deutlich hoher als experi-
mentell ermittelt, welches jedoch an der unterschiedlichen GroBle des Crowder-Molekiils
(40 kDa < 10 kDa) liegen konnte. Bemerkenswert ist, dass sich im experimentellen Versuch
herausstellte, dass TMAO dem verschlechternden Effekt von Dextran entgegenwirkt, wahrend

in der in situ-Modellierung der Dextran-Effekt dominiert.

Mittels PC-SAFT, bereitgestellt von CHRISTOPH HELD, ermittelte Parameter (MICHAELIS-
Konstante (Kj;) und Aktivitatskoeffizient des jeweiligen Cosolutes (ys) fiir die formiatabhéngige FDH-
Reaktion bei dem niedrigsten und hochsten untersuchten Driicken bei 7= 25 °C.

p/ bar Kfj / mM Ps

1 0.02372 3.578
Tris-Puffer
2000 0.00913 3.004
1 0.02372 5.255
+ 1 mol kg'' TMAO
2000 0.00913 4.459
1 0.02372 1.540
+ 1 mol kg! Dextran (40 kDa)
2000 0.00913 1.793
+ 1 mol kg_l Dextran (40 kDa) 2000 0.00913 1.738
1 0.02372 4318
1

* I mol kg™ Harnstoff 2000 0.00913 3.628
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16 | 1 bar 2000 bar
[ Tris Puffer

0+ 1 mol/kg TMAO

[ + 0.8 mol/kg Dextran (10 kDa) |
1+ 1 mol/kg TMAO + 0.8 mol/kg Dextran (10 kDa)
I + Tris Puffer

B + + 1 mol/kg TMAO
i

14

12

*+ 1 mol/kg Dextran (40 kDa) §
* + 1 mol/kg TMAO + 1 mol/kg Dextran (40 kDa)

K,, /mM

0

Abbildung 8-4: Vergleich zwischen den gemessenen Ky (hellere Balken) bei 25 °C und den vorherge-
sagten MICHAELIS-Konstanten Kf} (dunklere Balken) mittels PC-SAFT42%2], bereitgestellt von CHRIS-
TOPH HELD.

Interessanterweise konnte in Gegenwart von Harnstoff keine MICHAELIS-MENTEN-Analyse
durchgefiihrt werden (Abbildung i-11). Die Aktivitdt von FDH scheint in der Gegenwart von
0.5 mol kg'! Harnstoff signifikant beeintrichtigt zu sein. Die Abnahme der funktionellen Akti-
vitdt durch Harnstoff kann durch einen direkten Interaktionsmechanismus erkldrt werden. Ei-
nerseits kann die direkte Interaktion zwischen Harnstoff und dem Proteinriickgrat sowie seinen
Seitenketten das Konformationsgleichgewicht zu offeneren und weniger aktiven Konformatio-
nen verschieben. Andererseits kann vermutet werden, dass Harnstoff mit den Substraten inter-

agiert oder die aktive Tasche des Enzyms blockiert.[130-280.281.293]

Abbildung i-8 zeigt die Druckabhéngigkeit der Aktivierungsenergie Ea, die sich aus dem ARR-
HENIUS-Diagramm (In (kcat) vs. 1/T) gemdB3 GI. 8-3 ergibt. Bei allen Driicken konnte festgestellt
werden, dass die FDH-katalysierte Reaktion mit einem E, -Wert von 80 + 8 kJ mol™! assoziiert

ist.
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Interessanterweise steigt die Reaktionsgeschwindigkeit bei einem Druckanstieg bis zu 1 kbar
an. Mittels Gl. 8-2a konnte fiir alle Lésungsbedingungen und Temperaturen in diesem Druck-
bereich ein negatives Aktivierungsvolumen bestimmt werden (Abbildung i-9, Abbildung i-10).
In reinem Puffer betrigt AV7 -9.3 mL mol!, was in guter Ubereinstimmung mit der Literatur
ist.?*!! Dariiber hinaus zeigen die Abbildung i-9 und Abbildung i-10, dass das Aktivierungsvo-
lumen mit zunehmender Substratkonzentration etwas positiver wird und fiir hohe Substratkon-
zentrationen Plateauwerte erreicht. In diesem Fall beschreibt das Aktivierungsvolumen die Dif-
ferenz zwischen den Volumina des Ubergangszustandes (ES?) und des Enzym-Substrat-Kom-
plexes (ES). Somit ist das Volumen des Ubergangszustands kompakter als das Volumen des
ES-Komplexes, was auf die Fiillung des Hohlraumvolumens, Hydratationsénderungen und
kleinere Konformationsdnderungen innerhalb der aktiven Tasche des Enzyms im Verlauf der
Reaktion zuriickgefiihrt werden kann. AV” wird mit steigender Temperatur negativer, was auf
eine weitere Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit bei Druckausiibung hinweist.

Bei niedrigen Substratkonzentrationen, bei denen die Reaktionsgeschwindigkeit auch von der
MICHAELIS-Konstante abhiingt, beinhaltet AV” auch die Volumeninderung bei der Substratbin-
dung. Aus GIl. 8-2b kann das Bindungsvolumen AJ}, bestimmt werden, dass hier
etwa -9 bis -15 mL mol™! betriigt. Diese Daten zeigen, dass die Reaktanden ein groBeres parti-
elles Molvolumen in Vergleich zum ES-Komplex besitzen.

Aufgrund der Abnahme der Anfangsgeschwindigkeit mit steigendem Druck (oberhalb von
~1000) werden positive Werte fiir das Aktivierungsvolumen erhalten. Im Falle einer Zwei-Sub-
strat-Reaktion kann es dazu kommen, dass sich ab einem bestimmten Druck der anfinglich
geschwindigkeitsbestimmende Schritt dndert, z. B. von k> auf ks, oder dass k3 nicht mehr ver-
nachldssigt werden kann. Mdglicherweise ist das Aktivierungsvolumen nicht druckunabhingig,

d. h. ein Kompressibilitits-Term sollte herangezogen werden.

Tabelle 8-2 fasst die kinetischen Parameter der FDH-Reaktion fiir beide Substrate (Variation
einer Substratkonzentration, wobei die andere Substratkonzentration konstant bleibt) in reinem
Puffer zusammen. Bei Betrachtung der MICHAELIS-Konstante kann festgestellt werden, dass
der Km-Wert fiir NAD™ deutlich niedriger ist (Faktor 200 bei 1 bar), was auf eine viel hohere
Affinitdt des Substrats hindeutet. Wihrend bei der FDH-Reaktion Km, Formiat mit steigendem
Druck abnimmt, zeigt Km, nap+ €in Minimum bei 1 kbar. Jedoch dndert sich die MICHAELIS-

Konstante von NAD" bei Kompression nicht signifikant. Erwartungsgemif ist die Wechselzahl
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der Reaktion fiir beide Substrate und der Trend bei einem Druckanstieg bis zu 2 kbar na-
hezu gleich. Infolge der unterschiedlichen MICHAELIS-Konstanten konnte fiir die NAD"-abhén-
gige Reaktion eine wesentlich hohere katalytische Effizienz bestimmt werden, wobei das Op-
timum bei 1 kbar liegt. Bei Atmosphérendruck (1 bar) werden in der Literatur dhnliche Werte

fiir die MICHAELIS-Konstante und die Wechselzahl angegeben.!”-*”!

Vergleich der kinetischen Parameter (MICHAELIS-Konstante (Km), Wechselzahl (kcat) und
katalytische Effizienz (k.rr)) der FDH-Reaktion fiir beide Substrate bei allen Driicken in reinem Puffer
(T=25°C).

" Variierende [Formiat], Variierende [NAD'],
ar
P [NAD'] = konstant [Formiat] = konstant
1 6630 + 634 32.83+3.89
500 4951 + 504 27.41+£2.25
Ku/ uM 1000 4548 + 381 21.94 +2.31
1250 3892 + 606 23.52 +1.51
1500 3711 +£272 25.31+0.97
2000 3040 + 635 30.25+3.71
1 1.573 £ 0.040 2.043 +0.070
500 1.610 &+ 0.044 2.071 + 0.046
ko /57 1000 1.630 &+ 0.057 1.946 + 0.050
cat 1250 1.526 £ 0.080 1.906 + 0.031
1500 1.426 = 0.018 1.807+0.018
2000 1.281 +£0.051 1.570 £ 0.054
1 237.3+£23.5 62229 + 7671
500 32524343 75585 + 6423
JAISEVE! 1000 358.9+32.6 88678 £ 9610
¢ 1250 392.2 +64.4 81045 + 5365
1500 384.4+28.6 71386 + 2829
2000 421.4+89.5 51907 £ 6608

Um die beobachteten kinetischen Verdanderungen der enzymatischen Aktivitit oberhalb von
~1 kbar aufzuklédren, wurden druckabhiangige FTIR-Spektroskopiemessungen von FDH durch-
gefiihrt, um mogliche sekunddre Strukturverdnderungen des Enzyms bei Druckeinwirkung zu
bestimmen. Abbildung 8-5 veranschaulicht die Auswirkung des Drucks auf die Amid-I'-Bande
und den prozentualen Anteil der Sekundirstrukturelemente von FDH, die aus der Kurvenan-
passungsanalyse abgeleitet wurden. Hierbei wurde ein Druckbereich zwischen 1 bar und
10000 bar (1 GPa) gewihlt. Die Amid-I"-Bande von FDH verschiebt sich bei Druckeinwirkung
zu niedrigeren Wellenzahlen (Abbildung 8-5A). Interessanterweise wird mit steigendem Druck

eine leichte Abnahme des prozentualen Anteils der a-Helices (~ -6 %) beobachtet, wihrend der
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prozentuale Anteil der intramolekularen B-Faltblatter im Bereich von 1 bar bis 3 kbar gleich-
zeitig zunimmt (~ +7 %). Diese Resultate deuten auf eine geringfiigige Konformationsénde-
rung, moglicherweise in der aktiven Tasche oder dem Substratkanal, hin, was die Ursache fiir

die Abnahme der enzymatischen Aktivitdt bei hoheren Driicken sein kann.
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Druckabhéngige FTIR-Absorptionsdaten von FDH in Tris-Puffer bei 25 °C. A) Druck-
abhingige Anderungen der normierten Amid-1"-Bandenregion von FDH und B) die entsprechenden An-
derungen der Sekundirstrukturelemente: B-Faltbldtter (1678 cm!, grau), Schleifen (1669 cm™, hell-
blau), a-Helices (1650 & 1658 cm’!, rot), ungeordnete Strukturen (1640 cm™!, griin), B-Faltblitter
(1630 cm!, orange) und Seitenketten (1612 cm!, violett).

8.4 Zusammenfassung

Die Studie offenbarte fiir das industrie-relevante Enzymsystem FDH, dass neben der heutzutage
hiufig verwendeten Vorgehensweise des Protein engineerings, die Anwendung der Parameter
wie Druck, Temperatur und chemischer Additive in 6konomischer Hinsicht fiir die Optimie-
rung einiger Proteineigenschaften hilfreich sein kann. Der Einsatz des Drucks und der Tempe-
ratur zeigte eine Beschleunigung der enzymatischen Zwei-Substrat-Reaktion, die sich vor allem
in der Verbesserung der katalytischen Effizienz widerspiegelt. In Anwesenheit der untersuchten

Cosolute konnte bei 1 mol kg'' TMAO die hochste katalytische Effizienz ermittelt werden. Wie
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aus den Daten zu erkennen ist, kann mithilfe des vorgestellten Modellierungsansat-
zes fiir diese Enzymreaktion aus den aktivititsbasierten, kinetischen Parametern eine quantita-
tive Vorhersage des Cosoluteinflusses auf die MICHAELIS-Konstante getroffen werden. Zudem
beschreibt die MICHAELIS-Konstante Kfj einen Wert, der unabhéngig von den eingesetzten Co-
soluten und dessen Konzentration ist, wihrenddessen der Cosolut-Effekt auf Km hauptséchlich
durch den Einfluss des Cosolutes auf den Aktivitdtskoeffizienten des Substrats Formiat verur-
sacht wird.?*®! Jedoch gilt dieser Einfluss nicht fiir Harnstoff, da sich die Resultate zwischen
dem aktivititsbasierten und dem beobachteten enzymatischen Effekt (wahrscheinlich verur-
sacht durch die direkte Interaktion von Harnstoff mit dem Enzym) drastisch unterscheiden.
Diese gewonnenen Erkenntnisse konnen hilfreich sein, um Cosolut-Effekte auf die MICHAELIS-
Konstante von enzymkatalysierten Reaktionen zu quantifizieren. Nichtsdestotrotz miissen die
Wechselwirkungen zwischen Cosolut und Enzym weiterhin beriicksichtigt werden.

Ferner konnte festgestellt werden, dass die enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit in Abhén-
gigkeit des Drucks ein biphasisches Verhalten aufweist, welches sich in der Vorzeichenédnde-
rung der Aktivierungsvolumina zeigt. Um die Stabilitdt von FDH bei hohen Driicken zu {iber-
prifen, wurde die Sekundérstruktur von FDH mittels FTIR-Spektroskopie analysiert, wobei
kleine Konformationsédnderungen beobachtet wurden. Diese kdnnten fiir die verdnderte Druck-
abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit bei Driicken oberhalb von 1 kbar verantwortlich
sein. Ungeachtet dessen kann mithilfe des Drucks die thermische Inaktivierung des Enzyms zu
hoheren Temperaturen verschoben werden, wie bereits bei einer a-Chymotrypsin-Reaktion be-
obachtet wurde.***!

In dieser Studie wurden mehrere Faktoren (wie z. B. der Einsatz von chemischen Additiven,
Temperaturen bis einschlieBlich 45 °C und Driicke bis 2 kbar) teilweise miteinander kombi-
niert, um eine Optimierung des Enzymsystems zu erreichen. Diese Untersuchungen decken je-
doch nur einen kleinen Bereich im Multiparameterraum ab. Um die bestmogliche Ausbeute zu
erzielen und die operative Stabilitdt von FDH zu erh6hen, sollte ein groBerer Teil des Parame-
terraums der thermodynamischen Variablen mittels experimenteller und theoretischer Untersu-
chungen erforscht werden. Solche Informationen wéren auch zur Optimierung anderer enzyma-

tischer Reaktionen in zukiinftigen, technologischen Anwendungen vorteilhaft.
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9. Erforschung der enzymatischen Aktivitit im Multiparameterraum: Co-

solventien, makromolekulare Crowder und Druck

9.1 Einleitung

Enzyme sind die leistungsfahigsten Katalysatoren fiir kommerzielle Prozesse, wie z. B. in der
Pharma-, Lebensmittel- und Getrankeindustrie, die hinsichtlich Nachhaltigkeit und Prozessef-
fizienz zahlreiche Vorteile gegeniiber traditionellen chemischen Verfahren bieten. Daher ist es
nicht verwunderlich, dass der globale Markt fiir industriell anwendbare Enzyme stindig
wiichst.’] Dennoch miissen aus industrieller Sicht die Langzeitstabilitit des Enzyms, die Ver-
ringerung von Energieverbrauch, Produktionskosten und Verarbeitungszeiten sowie die Ungif-
tigkeit und Umweltfreundlichkeit der Abfdlle und eingesetzten Chemikalien weiter optimiert
werden.[>>¢ Um diese Aspekte anzugehen, befasst sich die gegenwirtige Enzymforschung
hauptsichlich mit dem Protein engineering.!*) Auch chemische Additive und physikalisch-che-
mische Parameter konnen jedoch auch ein wirksames Hilfsmittel sein, um die Produktausbeute
und die Kosteneffizienz weiter zu verbessern.

Die meisten Studien iiber biochemische Prozesse werden in verdiinnter Losung in vitro unter-
sucht, obwohl bekannt ist, dass bis zu 30 % des Volumens im Cytosol in vivo von einer Vielzahl
von Makromolekiilen und geldsten Stoffen eingenommen werden.?®! In den letzten Jahren hat
sich herausgestellt, dass makromolekulare Crowder Prozesse wie Proteinfaltung,**2%¢) Mobili-

32971 Assoziationseigenschaften?®2%°1 und enzymatische Aktiviti-

tit der Komponenten,!
ten(3%-300-3011 deutlich beeinflussen kénnen. Um biochemische Prozesse in vivo zu verstehen,
scheint es daher unerldsslich, molekulare Einblicke in die Wirkungsweise von makromoleku-
laren Crowdern auf enzymatische Reaktionen zu erlangen, z. B. durch den Einsatz kiinstlicher
Crowder, die die zellulire Umgebung nachahmen. Crowding tritt in erster Linie durch Biomak-
romolekiile wie Proteine, Polysaccharide und Nukleinsduren, aber auch durch andere Beitrige,
wie membranartige Organellen, Mitochondrien und Lipidvesikel, dem Cytoskelett und Riboso-
men auf. Es wurde festgestellt, dass der Effekt des Volumenausschlusses (Abbildung 1-2), der
durch das Crowding entsteht, eine entscheidende Rolle spielt.*!! Allgemein kann angenommen
werden, dass das Crowding die Stabilitdt von Proteinen erhoht, da es die Konformationsentro-

pie von entfalteten Zustéinden, nicht aber die des kompakten nativen Zustands, reduziert. Die

Forschungsergebnisse beziiglich des Einflusses des makromolekularen Crowdings auf kataly-
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tische Reaktionen sind recht unterschiedlich. Es wurden iiber erhohte Reaktionsgeschwindig-
keiten,31390:302.303] eine Abnahme der Enzymaktivitit?*%3% oder keine wesentlichen Anderun-
gen?’] berichtet.

Hoher Druck stellt einen weiteren wirkungsvollen Parameter zur Verbesserung der Stabilitét

[13.19:43.55,107.305] Nach dem Prinzip von LE CHATELIER werden

und Aktivitdt von Enzymen dar.
erhohte Reaktionsgeschwindigkeiten beobachtet, wenn das Volumen des Ubergangszustandes
des Enzym-Substrat-Komplexes kleiner ist als die Summe der molaren Teilvolumina der Re-
aktanden. In einigen Fillen kann durch Druckanwendung auch eine hohere Konformationsfle-
xibilitdt, die in der Regel vorteilhaft fiir erhohte Reaktionsgeschwindigkeiten ist, oder ein ef-
fektiverer konformationeller Zustand des Enzyms induziert werden.[!3->-30]

Neben der Temperatur und der chemischen Aktivitdt der Reaktanden zur Modulation der en-
zymatischen Reaktivitdt sind hohe Driicke als dritter thermodynamischer Parameter ebenfalls
von biologischer Relevanz. Ein grofler Teil der Organismen auf der Erde gedeiht unter hohen
hydrostatischen Druckbedingungen in der Tiefsee und im Unterwasserboden, wo Driicke von
1 kbar (100 MPa) und mehr erreicht werden kénnen.[*>:190:280.2811 [nteressanterweise wurde bei
Tiefseeorganismen auch festgestellt, dass sie iiber hohe Konzentrationen kompatibler Cosol-
ventien (Osmolyte), wie Mannosylglycerat und Trimethylamin-N-oxid (TMAO), verfiigen, um
die Druckstabilitit von Proteinen zu erhdhen und ihre Aktivitit zu regulieren,[13%192,223.280.281,306]
Offensichtlich konnen solche Extremolyte, d. h. kompatible Cosolute, die bei Extremophilen
vorkommen, von besonderem Nutzen sein. Sie werden als Reaktion auf verschiedene Umwelt-
belastungen zu hohen Konzentrationen in den Zellen biosynthetisiert, ohne den zelluldren Me-
tabolismus zu storen, und ermdglichen es, dass ihre Wirtszellen den harschen 6kologischen
Bedingungen standhalten.!?**2%2] Hier wurde der Einfluss von Harnstoff und TMAO, die auch
in Studien zur Proteinfaltung weit verbreitet sind, untersucht. Harnstoff spielt eine wichtige
Rolle im Metabolismus stickstoffhaltiger Verbindungen von Tieren und Menschen. Bei Tief-
seeorganismen tritt dieser chaotrope Osmolyt hiufig neben TMAO auf 82811 Hohe Konzent-
rationen an Harnstoff konnen die Stabilitdt von Proteinen durch direkte Wechselwirkung mit
dem Riickgrat und den Seitenketten des Proteins deutlich verringern. Dagegen besitzt TMAO
die Féahigkeit, funktionelle Konformationen von Proteinen zu schiitzen, indem es intrapeptidi-
schen ionischen Wechselwirkungen stabilisiert und vom Proteinriickgrat ausgeschlossen

wird.?%7] Dariiber hinaus ist TMAO in der Lage, die destabilisierende Wirkung von Harnstoff
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zu kompensieren.[1°22163%7] Da beide Cosolventien hiufig in Tiefseeorganismen vorzufinden
sind, wurden in dieser Studie beide Cosolventien verwendet.

In dieser Arbeit wurde das gut charakterisierte Modellenzym a-Chymotrypsin (a-CT) verwen-
det, um die kombinierten Effekte von makromolekularem Crowding, Cosolventien und Druck
auf die Aktivitit des Enzyms aufzuzeigen (Abbildung 9-1A). Eingesetzt wurden TMAO und
Harnstoff als Vertreter der Cosolventien sowie Polyethylenglykol (PEG) und dem Polysaccha-
rid Dextran, um das intrazelluldre makromolekulare Crowding nachzustellen. Dies ist nach jet-
zigem Kenntnisstand eine der ersten Studien, die sich mit dem oben genannten Multiparame-
terraum bestehend aus hohem hydrostatischen Druck (HHP), Cosolventien und Crowdern be-
fasst. Das Enzym o-CT ist eine Serinprotease, die Peptidbindungen, vorzugsweise aromatische
Aminosduren (Trp, Tyr, Phe), hydrolysiert und zur Unterstiitzung bei der Proteinverdauung
eingesetzt wird. In der aktiven Tasche von a-CT bilden die drei Aminosduren (Ser195, His57,
Asp102) eine katalytische Triade, die iiber Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verbun-

den sind (Abbildung 9-1B).

/

Abbildung 9-1: A) Schematische Darstellung der enzymatischen Reaktion von a-CT (PDB: 1YPH; Sub-
strat (dunkelgrau); Produkt (gelb) in Gegenwart von Crowdern (Dextran (tiirkis), PEG (purpur)) und
Cosolventien (TMAO und Harnstoff). B) Katalytische Triade von a-CT in Gegenwart des Substrats N-
Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid.

Dieses Enzym eignet sich besonders fiir kinetische Studien, da seine Druckstabilitdt bis zu

5 kbar gewihrleistet ist!?*?l und Druckeffekte bis zu 4.7 kbar auf die enzymatische Aktivi-
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tit nachweislich reversibel sind. AuBerdem berichteten MOZHAEV et al. bei Kompres-
sion iiber eine verbesserte Stabilitdt gegeniiber der thermischen Entfaltung und der Aktivi-
t4t.[191 Als Modellreaktionssystem im Druckbereich von Umgebungsdruck bis zu 2 kbar wurde
die Hydrolyse des Substrats N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid durch a-CT unter Bil-
dung der Produkte N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe und p-Nitroanilin ausgewéhlt, wobei die Pro-
duktentstehung durch Zeitraffer-Absorptionsmessungen von p-Nitroanilin quantitativ verfolgt
werden konnte. Der Effekt der reinen Cosolventien auf diese Enzymreaktion wurde bereits in

1130168 Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag hauptséchlich auf der Un-

fritheren Studien berichte
tersuchung, ob die kombinierten Effekte von Druck, Cosolventien und Crowder-Substanzen
additiv, synergistisch oder antagonistisch und zur Optimierung der Enzymaktivitit geeignet

sind.

9.2 Probenpréparation

Lyophilisiertes Pulver von a-Chymotrypsin (a-CT) aus dem Rinderpankreas, TMAO, Harn-
stoff, Polyethylenglykol (PEG, 4.7 kDa), Dextran (10 kDa) und N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
p-Nitroanilid (SAAPPpNA) wurden von Sigma Aldrich erhalten und ohne weitere Aufreini-
gung verwendet. Tris-Puffer (100 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan + 10 mM CaCl,,
pH = 8.0) in Abwesenheit und Gegenwart von Osmolyten und/oder Crowder-Substanzen wur-
den verwendet, um die Enzym- und Substratlosungen fiir die kinetischen Hochdruck-Stopped-
Flow-Untersuchungen herzustellen. Der pH-Wert wurde auf 7.8 eingestellt. Sowohl das Enzym
als auch das Substrat wurden in den jeweiligen Pufferlosungen geldst. Die Anfangskonzentra-
tion des Enzyms fiir alle Messungen vor dem Befiillen in die Probezelle betrug 20 nM (10 nM
nach dem Mischen mit der Substratldsung in der Mischkammer). Fiir das Substrat wurden flinf
Konzentrationen zwischen 50 uM und 1200 uM (25 pM und 600 pM nach dem Mischen mit
der Enzymlosung) gewéhlt. Mithilfe der UV/Vis-Spektroskopie (UV-1800, Shimadzu) unter
Verwendung der molaren Absorptionskoeffizienten (€280 nm = 51000 M cm™ fiir a-CT; €315 nm
= 14000 M! cm™ fiir SAAPPpNAI'3%) konnten die Konzentrationen genau bestimmt werden.
Enzymaktivitidten bei verschiedenen Driicken wurden unter Verwendung der HPSF-Apparatur
durchgefiihrt. Details zur Funktionsweise des Messinstruments sind im Kapitel 2.2.2 aufge-
fiihrt. Die enzymatische Aktivitit des Enzyms wurde durch die Freisetzung des Produkts p-

Nitroanilin (g410 nm = 8800 M™! cm™) jeweils 100 Sekunden lang verfolgt. Die Temperatur wurde
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fiir alle Messreihen mittels eines externen Umlaufwasserthermostats bei 25 °C gehal-
ten und der Druck wurde schrittweise in 500 bar-Schritten bis auf 2000 bar erhoht. Bei Errei-
chen des gewiinschten Drucks wurden die Proben 5 Minuten dquilibriert. Diese Parameter wur-
den ausgewdhlt, um zuverldssige kinetische Daten in einem geeigneten Zeitfenster der HPSF-
Technik zu erhalten und die Daten mit fritheren biophysikalischen Studien zu diesem Enzym
vergleichen zu kénnen.”*19-13% Analog zu den anderen Projekten wurden mithilfe von Gl. 2-2

und 2-6 die kinetischen Parameter ausgewertet.

9.3 Ergebnisse und Diskussion

Zunichst wurden FTIR-Messungen durchgefiihrt, um die strukturelle Stabilitdt von a-CT in
Gegenwart von 2 M Harnstoff und 1 M TMAO zu iiberpriifen. Abbildung i-6 zeigt die nor-
mierte Amid-I"-Bande von a-CT sowie die entsprechenden Verdnderungen der Sekundarstruk-
turanteile in Anwesenheit der verschiedenen Cosolventien. Die Position und der Anteil der je-
weiligen Subbanden in reinem Puffer stimmen ziemlich gut mit den FTIR-Ergebnissen von
MEERSMAN et al. iiberein.**) Die Amid-I"-Bande und der prozentuale Anteil der Sekun-
dérstrukturen in Gegenwart der Cosolventien unterscheiden sich im Vergleich zum reinen Puf-
fer nur geringfiigig, was darauf hindeutet, dass auch in 2 M Harnstoff keine Denaturierung auf-
tritt, die sich in der Anderung der Subbande bei 1645 cm! zeigen wiirde. Geringfiigige Ande-
rungen der spektralen Bande konnten auf kleine Abweichungen der Bearbeitung (Subtraktion
des Hintergrunds) aufgrund der hohen Cosolvenskonzentrationen zurilickgefiihrt werden. Be-
merkenswert ist, dass Ca®*-Ionen, die in der Kinetikuntersuchungen anwesend sind, eine starke

2632641 Minimale Konformationsinderungen, wie sie

stabilisierende Wirkung auf o-CT haben.!
im Fall von Harnstoff auftreten konnen, von dem bekannt ist, dass er direkt mit dem Protein-
riickgrat und seinen Seitenketten interagiert, konnen jedoch nicht ausgeschlossen werden. Im
nichsten Schritt wurde die katalytische Aktivitit des Enzyms durch Freisetzung des Produkts
p-Nitroanilin verfolgt, die durch die Erhéhung der optischen Absorption bei 410 nm gemessen
wird. Fiir die Aufzeichnung schneller Reaktionen unter hohem Druck wurde die HPSF-Appa-
ratur verwendet. Abbildung 9-2A-L veranschaulicht die Zeitabhéngigkeit der Absorptionsdaten
A410nm (¢), die durch MICHAELIS-MENTEN-Diagramme fiir alle Losungsbedingungen beschrie-
ben werden kann. Die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion, vo, steigt mit zunehmender Sub-

stratkonzentration an und erreicht bei hohen Substratkonzentrationen in den meisten Fillen ei-

nen Plateauwert.
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Ferner ist zu erkennen, dass die Reaktionsgeschwindigkeiten und damit die enzymatische Ak-
tivitat fiir fast alle Losungsbedingungen infolge hohen Druckes ansteigt. Die Erhohung der en-
zymatischen Aktivitét bei der druckinduzierten Kompression deutet auf ein negatives Aktivie-
rungsvolumen hin. Eine Ausnahme wird nur fiir die Messlosungen beobachtet, die PEG und
Dextran in Gegenwart aller Cosolventien enthalten, wobei die Unterschiede in der Reaktions-
geschwindigkeit von 1 bar bis 2 kbar weniger ausgepragt sind. Durch den Vergleich der MI-
CHAELIS-MENTEN-Kurven der reinen Pufferlosung mit denen in Gegenwart von Harnstoff wird
eine signifikante Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet, wihrend 10 gew.-%
PEG einen zusitzlichen positiven Effekt auf die Geschwindigkeit der Enzymreaktion zeigt. In
Bezug auf das MICHAELIS-MENTEN-Diagramm nach Zugabe von 10 gew.-% Dextran knnen
im Vergleich zum reinen Puffer keine deutlichen Anderungen der Geschwindigkeit der Enzym-
reaktion beobachtet werden. Wie zu erwarten, zeigen die beiden Crowder-Substanzen in Ab-
wesenheit und Gegenwart der Osmolyte einen unterschiedlichen Effekt auf die Reaktionsge-

schwindigkeit.
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Abbildung 9-2: MICHAELIS-MENTEN-Diagramme fiir die Hydrolyse von SAAPPpNA, katalysiert durch
a-CT, bei verschiedenen Substratkonzentrationen [S] und Driicken p bei 7= 25 °C. Folgende Messlo-
sungen wurden hierbei untersucht: Tris-Puffer + 1 M TMAO, 2 M Harnstoff, 10 gew.-% Dextran,
10 gew.-% PEG und in verschiedenen Kombinationen.
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Um detaillierte Riickschliisse auf die enzymatische Aktivitdt in Gegenwart der verschiedenen
Additive ziehen zu kdénnen, ist es notwendig, den Verlauf iiber einen MICHAELIS-MENTEN-Fit
zu analysieren (GI. 2-2). Tabelle i-15 fasst alle kinetischen Parameter zusammen, die in Abhén-
gigkeit des Drucks erhalten wurden. In Tabelle i-16 sind die abgeleiteten Aktivierungsvolumina
mittels Gl. 2-6 aufgefiihrt. Abbildung i-7 enthélt eine Zusammenfassung der kinetischen Para-
meter fiir alle gemessenen Driicke. Zur besseren Ubersicht zeigt Abbildung 9-3 die kinetischen
Parameter (Abbildung 9-3A-C) in Bezug auf 10 gew.-% Dextran bei einem bar und 2000 bar
und das Aktivierungsvolumen (Abbildung 9-3D), wihrend Abbildung 9-4 die ermittelten kine-
tischen GroBlen in Bezug auf 10 gew.-% PEG bei 1 bar und 2000 bar und das Aktivierungsvo-
lumen in derselben Reihenfolge hervorhebt.

Mit zunehmendem Druck steigt der Km-Wert fiir alle Losungsbedingungen an, d. h. die Affinitét
des Substrats zum Enzym nimmt bei der Kompression ab. Die Abnahme der Affinitét ist in
reinem Puffer und in Gegenwart von 1 M TMAO weniger ausgeprigt und die Werte liegen in
einem dhnlichen Bereich im Vergleich zu den Literaturdaten.!'3%131:1761 2 M Harnstoff zeigt eine
drastische Wirkung auf Ky im Vergleich zu reinem Puffer, was auf eine deutliche Abnahme der
Substratbindungsfahigkeit hinweist, die bei dieser und auch bei anderen Enzymreaktionen be-
obachtet wurde und auf die Bindung von Harnstoff an das Protein und dessen aktives Zentrum
zuriickzufiihren ist.[130-289-2811 10 gew.-% Dextran (Abbildung 9-3A) hat einen geringen bis kei-
nen erkennbaren Einfluss auf Ky, wohingegen 10 gew.-% PEG und insbesondere 10 gew.-%

PEG + 2 M Harnstoff (Abbildung 9-4A) ebenfalls eine negative Wirkung auf Kv haben.
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Abbildung 9-3: Druckabhingigkeit der kinetischen Grof3en fiir die durch a-CT katalysierte Hydrolyse
von SAAPPpNA in verschiedenen Messlosungen beziiglich 10 gew.-% Dextran: A) MICHAELIS-Kon-
stante, B) Wechselzahl, C) katalytische Effizienz und D) Aktivierungsvolumen.
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Bemerkenswerterweise steigt die Wechselzahl bei der Kompression in allen Losungen um den
Faktor 1.5 bis 2 an (Abbildung 9-3B, Abbildung 9-4B), wobei die groiten Werte fiir Losungen
mit 10 gew.-% PEG beobachtet wurden. Die Zugabe von 10 gew.-% Dextran hat keinen signi-
fikanten Einfluss auf kca in Bezug auf die reine Pufferlosung. Wie in den Abbildungen 9-3C
und 9-4C gezeigt, ist die katalytische Effizienz kesr in Anwesenheit von 1 M TMAO bei Atmo-
sphéarendruck sowie bei 2 kbar am grofiten. Die katalytische Effizienz ist in Gegenwart von 10
gew.-% Dextran oder 10 gew.-% PEG fiir alle Driicke relativ dhnlich, nimmt aber fiir die ande-
ren Losungsmittelgemische auch bei Kompression ab. Die Zugabe des Tiefsee-Osmolyts
TMAO zeigt bei weitem die positivste Wirkung auf die katalytische Effizienz, wihrend die
Zugabe von Harnstoff zum umgekehrten Effekt fiihrt, und PEG und Dextran als zwei reprasen-
tative Crowder unterschiedlicher Natur zeigen nahezu dhnliche Werte fiir kerr im Vergleich zu
reinem Puffer. Ein synergistischer, aber negativer Effekt von Crowdern und Cosolventien
konnte nur fiir die MICHAELIS-Konstante in Gegenwart von 10 gew.-% PEG und 2 M Harnstoff
beobachtet werden, wahrend 10 gew.-% Dextran einen solchen zusétzlichen Effekt nicht zeigt.
Die kinetischen Parameter ket und kcar werden nur von einer der Komponenten, PEG und
TMAO, signifikant beeinflusst.

Wie erwartet, zeigt a-CT fiir alle Losungsbedingungen (Abbildung 9-3D, Abbildung 9-4D) ein
negatives Aktivierungsvolumen, d. h. das Volumen des Uberganszustands (ES?) ist kleiner als
das Volumen des ES-Komplexes (ES), was auf die Fiillung eines bestimmten Hohlraumvolu-
mens, Hydratationsdnderungen oder kleinere Konformationsdnderungen innerhalb der aktiven
Tasche des Enzyms im Verlauf der Reaktion zuriickgefiihrt werden kann.[**!4%:176] Die Volu-
mendifferenz liegt im Bereich von -4 bis 8 mL mol™! und damit etwa ein Zehntel kleiner als die
Volumeninderung bei der Entfaltung eines Proteins.l!%! Dies ist ein eindrucksvoller Beweis fiir
die Leistungsfahigkeit der Methode fiir die Bestimmung kleinster Volumenénderungen. Solche
AV*-Werte von o-CT-katalysierten Hydrolysereaktionen stimmen gut mit den Literaturergeb-
nissen fiir dieses und andere Substrate in reiner Pufferlosung iiberein.!'%-13%168] Dje dhnlichen
AV*-Werte implizieren keine oder nur minimale Verinderungen der Struktur des Ubergangs-

komplexes durch die verschiedenen wissrigen Losungsmittelumgebungen.

Die geringere Affinitét, d. h. der hdhere Km-Wert, bei Zugabe von 10 gew.-% PEG kann durch
einen erhohten Diffusionswiderstand innerhalb der Probe,*°®! oder wahrscheinlicher durch

Wechselwirkungen des weitgehend hydrophoben PEG mit dem hydrophoben Substrat und den
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hydrophoben Dominen des Proteins verursacht werden.[*!942%¢] Dies fiihrt zu stark vom idealen

290,309

Verhalten abweichenden Aktivititskoeffizienten.! 1'Uberraschenderweise steigt kcat in allen

Losungen in Anwesenheit von PEG an, was fiir diesen Crowder recht ungewdhnlich ist.[2%%]
Dafiir kdnnen unterschiedliche Aktivititskoeffizienten der freigesetzten Produkte und eine An-
derung der Wasseraktivitédt in Gegenwart von PEG ursédchlich sein. Umgekehrt zeigt der hyd-
rophilere Crowder Dextran keinen signifikanten Einfluss auf die kinetischen Parameter. Die
Literaturdaten zu den Einfliissen auf Km und kcae sind vielseitig, da sich die Parameter in Ab-
héngigkeit der Grofe und Konzentration des Crowders, aber auch von der Grofle des Enzyms
selbst, in beide Richtungen dndern kénnen.[?8%3013%] Dag hier verwendete Dextran mit einer
geringen Grofle von 10 kDa in 10 gew.-%iger Konzentration hatte keinen nennenswerten Ein-
fluss auf diese Enzymreaktion. Hinsichtlich der katalytischen Effizienz zeigt Harnstoff den
grofiten nachteiligen Effekt auf Km. Die Erhohung von Kwm kann verschiedene Griinde haben.
Harnstoff kann sowohl als kompetitiver Inhibitor des Substrats wirken oder mit dem Substrat-
molekiil oder bevorzugt mit der Proteinoberfliche interagieren. Der Anstieg des kinetischen
Parameters kcar konnte durch gilinstige Verdnderungen in der Konformationsdynamik des akti-
ven Zentrums des Enzyms erklédrt werden. Ein dhnliches Verhalten wurde bei anderen enzyma-
tischen Reaktionen beobachtet.[310-3!1]

Auf der anderen Seite zeigt TMAO im Vergleich zu allen anderen Losungen die hochste kata-
lytische Effizienz. Im Allgemeinen besitzt TMAO die Fahigkeit, bevorzugt mit dem bulk Was-
ser zu interagieren, was zu einer Zunahme der Wasserstoftbriickenbindungen und der Struktu-

rierung des Losungsmittels fiihrt. TMAO wird bevorzugt von der Proteingrenzfliche ausge-

schlossen, wodurch seine Hydratation erhht wird.[*+114193]
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Abbildung 9-4: Druckabhingigkeit der kinetischen Grof3en fiir die durch a-CT katalysierte Hydrolyse
von SAAPPpNA in verschiedenen Messlosungen beziiglich 10 gew.-% PEG: A) MICHAELIS-Konstante,
B) Wechselzahl, C) katalytische Effizienz und D) Aktivierungsvolumen.
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9.4 Zusammenfassung

Die chemische und pharmazeutische Industrie ist auf MaBinahmen zum Schutz von Enzymen
vor Belastungen angewiesen, die mit ihrer Herstellung, ihrem Transport, ihrer Lagerung und
Verwendung einhergehen. Zu diesem Zweck muss der gesamte Parameterraum der thermody-
namischen Variablen erforscht werden, die neben den haufig untersuchten Variablen (Tempe-
ratur, lonenstérke und pH-Wert) auch Cosolvenskonzentrationen, Crowder-Effekte und Druck
miteinschlieBen. Erkenntnisse aus der Natur kdnnen hierbei hilfreich sein. Das komplexe zel-
luldre Milieu ist verantwortlich fiir die sogenannte quindre Struktur (und Strukturdynamik) der
Proteine in der biologischen Zelle, die die fiinfte Ebene ihrer Organisation darstellt. Die
Quinérstruktur besteht aus allen schwécheren und transienten Wechselwirkungen zwischen
dem Protein und seiner Umgebung, die auch durch Umweltbelastungen, wie z. B. niedri-
gem/hohem pH-Wert, Ionenstirke, Temperatur und Druck, stark moduliert werden. Mithilfe
bestimmter Cosolute ist es Extremophilen, z. B. Piezophilen, die in der Tiefsee unter Hoch-
druckbedingungen leben, gelungen, ihre Enzyme zu stabilisieren und ihre Aktivitéit zu verbes-
sern, was nicht nur flir das Verstdndnis des Lebens in extremen 6kologischen Umgebungen
wichtig ist, sondern auch fiir die Optimierung enzymbasierter industrieller Prozesse niitzlich
sein kann. Im Allgemeinen beeinflussen Crowder-Substanzen Proteine iiber eine Kombination
aus entropischen (excluded void volume) und enthalpischen Effekten (schwache unspezifische

293121 Bs kann angenommen werden, dass sich

Wechselwirkungen mit Enzym und Substrat).!
die enthalpischen Effekte, die z. B. durch Dextran und PEG hervorgerufen werden, aufgrund
ithrer unterschiedlichen funktionellen Gruppen unterscheiden, wihrend die entropischen Effekte
aufgrund ihrer &hnlichen GroBe, die hier verwendet wurde (hydrodynamischer Radius
~2.3-2.4 nmB1331%)) "in geringerem MaBe variieren kénnen, obwohl sie unterschiedliche For-
men besitzen. Dextran-basierte Crowder sind verzweigte Polymere aus Saccharose und verhal-
ten sich im Vergleich zu den stabformigen Partikeln des linearen Kettenpolymers PEG eher wie
globuldre Zufallsknduel. Daher ist, anders als beim hydrophilen Dextran, ein negativer Effekt
auf die MICHAELIS-Konstante zu erwarten, wie experimentell auch beobachtet wurde.

Es konnte beobachtet werden, dass Crowder-Molekiile und Cosolventien sehr unterschiedliche
Auswirkungen auf die enzymatische Reaktion haben, die schwer vorherzusagen sind, insbeson-

dere, wenn sie im Zusammenspiel mit Druckverdnderungen angewendet werden. Die katalyti-

sche Effizienz der Hydrolysereaktion von a-CT ist in Anwesenheit von 1 M TMAO am grof3ten
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und verstéirkt sich bei hoheren Driicken noch weiter. Dariiber hinaus ist ke fiir die reine Puf-
ferlosung, reines 10 gew.-% PEG und reines 10 gew.-% Dextran relativ dhnlich, nimmt jedoch
fiir die Cosolvent-Crowder-Mischungen grof3tenteils bei 1 bar sowie bei der Kompression ab.
Daher zeigt die Zugabe des Tiefsee-Osmolyts TMAO den bei weitem positivsten Effekt auf die
katalytische Effizienz, wéhrend die Zugabe des chaotropen Stoffs Harnstoff zum umgekehrten
Effekt fiihrt und PEG und Dextran als zwei repriasentative Crowder-Substanzen unterschiedli-
cher Natur nahezu dhnliche Werte fiir kerr im Vergleich zu den reinen Pufferdaten aufweisen.
TMAUO ist ein kleiner Cosolut, der sowohl stark hydrophile als auch hydrophobe Solvatisie-
rungsbereiche bietet und ein grofles Dipolmoment besitzt (~ 5 D). Aufgrund seiner starken H-
Bindungskapazitit fiihrt TMAO zu signifikanten strukturellen Verdnderungen des Losungsmit-
tels (Wasser) und zu einem sehr wirksamen thermodynamisch begiinstigten Ausschluss von
Proteinoberfldchen. Das heif3t, es zeigt einen stark solvophoben Effekt, der die Proteinhydrata-
tion verstarkt, die intermolekularen Abstande beeinflusst und intermolekulare attraktive Wech-
selwirkungen verstirken kann.!!!41%3]

Um die kinetischen Grundlagen der beobachteten Anderungen der verschiedenen kinetischen
GroBen zu identifizieren und die Auswirkungen der verschiedenen Parameter im Zusammen-
spiel quantitativ vorherzusagen, kann die Kenntnis der thermodynamischen Aktivitit der Re-
aktanden solcher Mehrkomponentenlosungen, wie sie hier verwendet wurden, niitzlich sein.
Hierfiir werden die Aktivitdtskoeffizienten aller Reaktandenspezies der enzymatischen Reak-
tion fiir die verschiedenen Losungsbedingungen bendétigt, was eine gewaltige Aufgabe ist. Prin-
zipiell konnen solche Informationen aus experimentellen und theoretischen Untersuchungen
iiber die Perturbed-Chain Statistical Associating fluid theory (PC-SAFT) gewonnen werden,

2563091 Solche Informationen wiren

wie bereits fiir einige ausgewihlte Systeme gezeigt wurde.!
auch zur Optimierung enzymatischer Reaktionen in technologischen Anwendungen, wie z. B.
im Bereich der Biotechnologie, der Pharmaindustrie und dem Protein engineering, zwingend
erforderlich. Als zukiinftiges Ziel konnen solche Konzepte dann auch auf noch komplexere
Systeme angewendet werden, einschlieSlich enzymatischer Reaktionen in Mikrokompartimen-
ten, wie zum Beispiel in wéssrigen Zweiphasensystemen, die als in vitro Modellsysteme fiir
fluide, membranlose Organellen dienen, wobei die hoheren lokalen Konzentrationen von colo-
kalisiertem Enzym und Substrat und die damit einhergehende Erh6hung der Geschwindigkeit

ausgenutzt werden kénnen. 163171
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10. Fazit und Ausblick

Hoher Druck ist ein wichtiges Merkmal bestimmter natiirlicher Umgebungen wie der Tiefsee,
in der Driicke bis zu etwa 1 kbar herrschen. Dariiber hinaus ist die Untersuchung von Drucke-
ffekten auf Biosysteme von zunehmendem Interesse fiir biotechnologische Anwendungen, wie
zum Beispiel die Piezoenzymologie. In dieser Arbeit wurde die Wirkung von zwei verschiede-
nen natiirlichen Osmolytmischungen, deren Hauptbestandteile Glycin und Trimethylamin-/N-
oxid waren, auf die Aktivitdt von a-Chymotrypsin mittels Hochdruck-Stopped-Flow-Messun-
gen untersucht. Auflerdem wurde in einer Studie durch die Mehrkomponenten-Natur des dicht-
gepackten, cytosolischen Milieus von Piezophilen inspirierten Studie, die kombinierte Wirkung
von makromolekularen Crowdern, Cosolventien und Druck auf die Hydrolysereaktion von a-
CT eingehend untersucht. Es konnte einerseits gezeigt werden, dass Druck nicht nur in der Lage
ist, die katalytische Aktivitdt und Effizienz des Enzyms drastisch zu erh6hen, sondern dass
Glycin im Vergleich zu TMAO eine signifikante Wirkung auf die enzymatische Aktivitit und
die volumetrischen Eigenschaften der Hydrolyse von a-CT hat. Beziiglich der Katalyse von
SAAPPpNA konnen Crowder-Substanzen und Cosolventien hingegen sehr unterschiedliche
Auswirkungen auf die enzymatische Aktivitdt haben. Die Zugabe des Tiefsee-Osmolyts Trime-
thylamin-N-oxid zeigt hierbei die bei weitem die positivste Wirkung auf die katalytische Effi-
zienz, welche bei hoheren Driicken sogar deutlich verstarkt wird. Die Zugabe von Harnstoff
filhrt zum gegenteiligen Effekt, und PEG und Dextran, als zwei représentative Crowder-Sub-
stanzen unterschiedlicher Natur, zeigen fiir kesrim Vergleich zu den reinen Pufferdaten nahezu
dhnliche Werte. Diese Ergebnisse konnen nicht nur helfen, die Modulation enzymatischer Re-
aktionen durch natiirliche Osmolyte zu verstehen, sondern auch fiir das Verstandnis von Le-
bensprozessen in extremen Umgebungen relevant sein, bei denen die extrinsischen und intrin-
sischen Anpassungen von Tiefseeorganismen im Fokus liegen. Folglich sollten bei weiteren
Studien das gewihlte Enzym variiert und die Temperatur an Tiefseeverhidltnisse angepasst wer-
den. Derartige Informationen konnen auch fiir den Einsatz und die Optimierung von Enzymen
in der industriellen Verarbeitung verwendet werden, die oft ebenfalls harsche Bedingungen er-
fordern.

In dieser Arbeit wurde auch das industrierelevante Enzym Formiatdehydrogenase untersucht,
welches hauptsdchlich fiir die Riickgewinnung des Kofaktors NADH eingesetzt wird. Der hohe
Verbrauch dieses Kofaktors ist einer der Kostentreiber fiir den Einsatz anderer industriell rele-

vanter Enzymsysteme. Allerdings weist FDH einige erhebliche Limitierungen in der kommer-
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ziellen Anwendung auf. Deshalb wurde mittels experimenteller und theoretischer Untersuchun-
gen in Abhéngigkeit der Temperatur, des Drucks und chemischer Additive die Optimie-
rung der operativen Stabilitdt und Enzymaktivitit angestrebt. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass Temperatur sowie Druck die katalytische Effizienz des Enzyms um ein Vielfaches erho-
hen. Dariiber hinaus erwies sich TMAO als effizientestes Cosolut, welches in der Lage war die
Enzymaktivitdt nochmals zu verbessern. Mithilfe der PC-SAFT-Modellierung konnte fiir die
FDH-katalysierte Reaktion aus den aktivitdtsbasierten kinetischen Parametern der Einfluss der
Cosolute auf die MICHAELIS-Konstante vorausberechnet werden, welche im Einklang mit den
experimentellen Ergebnissen stehen. Die erhaltenen Ergebnisse liefern weitere wichtige Er-
kenntnisse, um Cosolut-Effekte auf enzymkatalysierte Reaktionen zu interpretieren sowie zu
quantifizieren, die in biologischen Losungen und in vielen technologischen Anwendungen ab-
laufen. Zusammentfassend deuten all diese Ergebnisse darauf hin, dass die katalytische Effizi-
enz mittels Druck, Temperatur, Cosolventien sowie makromolekularen Crowdern in den meis-
ten Fillen noch optimiert werden kann. Um dies jedoch im industriellen AusmaB zu realisieren,
miissen zunéchst in jedem einzelnen Fall fiir jede Enzymreaktion eine Reihe von Untersuchun-
gen durchgefiihrt werden, bei der im Multiparameterraum das System optimiert wird. Erweisen
sich die Ergebnisse als dkonomisch rentabel, sollte fiir die Herstellung des Produktes, z. B.
unter Anwendung von hohen Driicken, eine Umriistung der technologischen Anlagen erfolgen.
Unter bestimmten Bedingungen kénnen Peptide in der Gréenordnung von 5 bis 10 Aminosédu-
ren durch die Bildung von Amyloidfibrillen (AF) wohldefinierte Konformationen aufweisen,
die mit vielen verschiedenen Erkrankungen des Menschen (z. B. Parkinson und Alzheimer)
assoziiert werden. Hinsichtlich der modernen Nanotechnologie entstand aufgrund der besonde-
ren Eigenschaften (hohe Stabilitit, fein geordnete Nanostruktur, biologisch abbaubare protein-
artige Aggregate) ein betrdchtliches Interesse an der Erforschung dieser selbstassemblierenden
Polypeptide. In den letzten Jahren konnte obendrein festgestellt werden, dass die Amyloidfibril-
len auch katalytisch aktiv sein konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde einerseits der Einfluss
des Drucks auf die Stabilitdt mittels FTIR-Spektroskopie und andererseits die Auswirkungen
von Druck und Cosolventien auf die katalytische Aktivitét eines de novo entworfenen AFs (Ac-
IHIHIQI-CONH>) durch Hochdruck-Stopped-Flow-Messungen untersucht. FTIR-spektrosko-
pische Daten zeigten eine bemerkenswerte Druck- und Temperaturstabilitdt des fibrilldren Ka-
talysators. In Hinblick auf die Enzymaktivitit konnte eine Beschleunigung der Enzymaktivitit
bei Temperatur- und Druckerh6hung beobachtet werden, die durch das Cosolvens TMAO so-

wie den makromolekularen Crowder Ficoll noch weiter verstarkt wurde. Diese Erkenntnisse
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deuten darauf hin, dass selbstassemblierende Peptide in den Anfangsstadien der Entstehung des
Lebens eine entscheidende Rolle gespielt haben, da unter den vorherrschenden harschen Be-
dingungen die Enzymaktivitdt weiterhin gewéhrleistet ist. Potenziell konnten Amyloidfibrillen
auch fiir industrielle Prozesse genutzt werden, da diese einige Vorteile gegeniiber globuldren
Proteinen bieten. Die Schwierigkeit wiirde eher darin bestehen, kurzkettige Peptide zu synthe-
tisieren, die den katalytischen Charakteristika eines evolutiondr optimierten globuldren Enzyms
entsprechen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss des Drucks, der Temperatur sowie einiger Co-
solventien auf die Proteinstabilitét erforscht. Chaperonin-Systeme (Hitze- und Kélteschockpro-
teine) treten in allen Lebensbereichen auf und schiitzen Proteine unter inneren und dufleren
Stressbedingungen vor Fehlfaltung. Hier wurde die Thermo- und Piezostabilitdt von GroEL,
GroES und dem GroEL-GroES-Komplex in Gegenwart von Cosolventien, Nukleotiden und
Salzen mithilfe der quantitativen FTIR-Spektroskopie und der Rontgenkleinwinkelstreuung un-
tersucht. Aufgrund der hohen biologischen Relevanz und mangelnder Literaturdaten wurde der
Fokus insbesondere auf den Druckeinfluss auf das Chaperonin-System gelegt. Die experimen-
tellen Ergebnisse zeigen, dass der GroEL-GroES-Komplex mit 7, = 70 °C bemerkenswert tem-
peraturstabil ist und die Entfaltungstemperatur durch kompatible Cosolventien wie TMAO
noch leicht erh6ht werden kann. Umgekehrt verhilt es sich mit der Druckstabilitit von GroEL
und damit auch des GroEL-GroES-Komplexes, welche wesentlich geringer als die von mono-
meren Proteinen ist. Wahrend GroES bis zu ~5 kbar druckstabil ist, weisen GroEL und der
GroEL-GroES-Komplex bereits jenseits von 1 kbar geringfiigige Strukturverdnderungen auf,
die auf einen dissoziationsbedingten Konformationsdrift zuriickzufiihren sind. Erstaunlicher-
weise wurde bis zu einem Druck von 10 kbar keine signifikante Entfaltung von GroEL beo-
bachtet, d. h. die Untereinheiten selbst sind sehr druckstabil. Was die physiologische Relevanz
betrifft, so bleibt die strukturelle Integritit des Chaperoninsystems in einem relativ engen
Druckbereich von etwa 1 bar bis 1 kbar erhalten, was genau dem Druckbereich entspricht, dem
das Leben auf der Erde begegnet.

Hinsichtlich der Proteinstabilitdt von extremophilen Organismen wurde das Arginin-Bindungs-
protein (ArgBP) von Thermotoga maritima und seiner gefalteten Fragmente in Abhédngigkeit
des Drucks erforscht. Das ArgBP wies eine bemerkenswerte Druckstabilitét auf, da nur gering-
fiigige strukturelle Anderungen bis einschlieBlich 10 kbar zu beobachten waren. Wie aus einer

durchgefiihrten Literaturrecherche erkennbar ist, wurden bisher keinerlei Proteine aus extremo-

127



Fazit und Ausblick

philen Organismen hinsichtlich der Druckstabilitdt untersucht. Weiterhin kann aus der Litera-
turrecherche entnommen werden, dass ArgBP eine hohere Temperatur- und Druckstabilitét im
Vergleich zu Proteinen aus mesophilen Organismen aufweist. Anhand der Literaturdaten und
den hier gezeigten Ergebnissen konnte festgestellt werden, dass die meisten untersuchten Pro-
teine bis mindestens 1 kbar druckstabil sind. Im niedrigen kbar-Bereich ist hauptsédchlich bei
oligomeren Proteinen eine druckinduzierte Dissoziation zu beobachten, wohingegen der Ent-
faltungsprozess monomerer Proteine eher bei Driicken jenseits 4 kbar stattfindet. Die Zunahme
der Stabilitit gegeniiber der thermischen Entfaltung oder der Lebensdauer durch Anwendung
von hoheren Driicken, wie schon bei einigen Proteinen festgestellt wurde, kann sich fiir die
industrielle Praxis als niitzlich erweisen.

Ein weiteres Projekt beinhaltete die Erforschung der Enzymaktivitit und der Stabilitét eines gut
untersuchten Enzymmodells in Hinblick auf mogliche extraterrestrische Lebensrdume, die auf
Basis einiger Indizien und hypothetischen Annahmen beruhen und in der aktuellen Forschung
der Astrobiologie von groBen Interesse sind. Tiefe unterirdische Umgebungen kénnen z. B.
Wasser und hohe Konzentrationen geldster Salze enthalten, doch das Wissen, wie dies die Le-
bensbedingungen beschrénkt, ist begrenzt. Noch weniger ist dariiber bekannt, wie Effekte ho-
hen Drucks die Lebensmoglichkeiten einschrénken. Einiger dieser Salze, welche in extremen
Umgebungen auf der Erde und weit verbreitet auf dem Mars gefunden wurde, enthalten
Perchlorat. Beziiglich unseres Nachbarplaneten wurde die Hypothese aufgestellt, dass im tiefen
Untergrund des Mars konzentrierte Perchloratlésungen existieren. Dadurch ergibt sich die
Frage, wie diese aggressiven Salze in Kombination mit dem hohen Druck die Habitabilitit eines
solchen planetarischen Korpers beeinflussen wiirden. In diesem Zusammenhang wurde die
Wechselwirkung von hohem Druck und hohen Perchlorat-lonenkonzentrationen auf die Akti-
vitdt von a-CT untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass hohe Driicke die a-Chymotrypsin-
Enzymaktivitdt selbst bei hohen Perchloratkonzentrationen fordern, sowie dass Perchloratsalze
den nativen a-Chymotrypsin-Phasenraum zu niedrigeren Temperaturen und Driicken verschie-
ben. Daher konnen tiefe unterirdische Umgebungen, einschlielich des Marsuntergrunds, die
diese Belastungen kombinieren, moglicherweise lebensfreundlicher sein als bisher angenom-
men. Welche weiteren dufleren Einfliisse in diesen extraterrestrischen Umgebungen vorherr-
schen und inwieweit diese fiir das Leben relevant sein konnen, ist heutzutage noch weitgehend
rein hypothetischer Natur. Jedoch kénnen anhand solcher Studien Einblicke hinsichtlich der
physikalischen und chemischen Grenzen des Lebens herausgefunden werden, um die Habita-

bilitit anderer planetarischer Korper als Orte moglicher Lebensformen bewerten zu konnen.
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Anhang
i.1 Ubersicht der Chemikalien

Verwendete Chemikalien und Protein sowie deren Bezugsquellen.

Chemikalien/ Proteine CAS-Register- Bezugsquelle

nummer
Acetonitril (wasserfrei) 75-05-8 VWR (Radnor USA)
Adenosindiphosphat (ADP) 58-64-0 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Adenosintriphosphat (ATP) 56-65-5 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
a-Chymotrypsin (Rinderpankreas) | 9004-07-3 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
BaSO4 7727-43-7 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Betain 107-43-7 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
CaCl, 10043-52-4 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Deuteriumoxid (D20O) 7789-20-0 VWR (Radnor, USA)
Dextran (10 kDa) 9004-54-0 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Dithiothreitol (DTT) 6892-68-8 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Ficoll ® PM70 72146-89-5 GE Healthcare Life Science

(Uppsala, Schweden)

Formiatdehydrogenase (Candida 9028-85-7 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
boidinii)
Glycin 56-40-6 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Harnstoff 57-13-6 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
B3C-Harnstoff 58069-82-2 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
KCl 7447-40-7 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
MgCl, (wasserfrei) 7786-30-3 Merck KGaA (Darmstadt)
Mg(Cl104)2 10034-81-8 Alfa Aeser (Ward Hill, USA)
MgSOs4- 7 H,O 10034-99-8 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Natriumdeuteroxid (NaOD) 14014-06-3 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Natriumformiat 141-53-7 Carl Roth (Karlsruhe)
NaH>PO4 7558-80-7 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Na,HPO4 7558-79-4 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
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Nicotinamidadenindinukleotid oxi- | 53-84-9 Carl Roth (Karlsruhe)

dierte Form, (NAD™)

Nicotinamidadenindinukleotid re- | 606-68-8 Carl Roth (Karlsruhe)

duzierte Form, (NADH), Dinatri-

umsalz

PEG (4.6 kDa) 25322-68-3 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
p-Nitrophenol 100-02-7 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
p-Nitrophenylacetat 830-03-5 Alfa Aeser (Ward Hill, USA)
Prolin 147-85-3 Fluka (St. Gallen, Schweiz)
Sarkosin 107-97-1 Acros Organics (Geel, Belgien)
N-Succinyl-L-Phenylalanin-p-Ni- 2440-62-2 Bachem (Bubendorf, Schweiz)
troanilid

N-Succinyl-L-Ala-Ala-Pro-Phe-p- | 70967-97-4 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Nitroanilid

Trimethylamin-N-oxid 1184-78-7 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Trimethylamin-N-oxid - 2 H2O 62637-93-8 Alfa Aeser (Ward Hill, USA)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan | 77-86-1 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Valin 72-18-4 Fluka (St. Gallen, Schweiz)
ZnCl, (wasserfrei) 7646-85-7 Sigma Aldrich (Taufkirchen)
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Anhang
i.2 Ubersicht der Gerite und Materialien

Verwendete Gerite und Materialien sowie deren Bezugsquellen.

Gerdte/ Materialen Bezeichnung Bezugsquelle
Biophotometer plus BioPhotometer plus Eppendorf AG (Hamburg)
CaF>-IR-Fenster Round Crystal Window | Sigma Aldrich (Taufkirchen)

Diamantfenster Type Ila Window-Plate | Almax easyLab (Cambridge, USA)
Diamantstempelzelle Diacell ® VivoDac Almax easyLab (Cambridge, USA)
Druckregler PACE 5000 General Electric (Fairfield)
Fluoreszenzspektrosko- | K2 ISS

pie (Champaign, IL, USA).
Fourier-Transform-Infra- | Nicolet 5700 Thermo Fisher Scientific

rotspektroskopie

(Waltham, USA)

Fourier-Transform-Infra-

rotspektroskopie

Nicolet Magna-IR 550

Thermo Fisher Scientific

(Waltham, USA)

Gefriertrockner

Alpha 1-2 LDplus

Christ
(Osterode am Harz, Deutschland)

Hochdruck-Stopped- HPSF-56 TgK Scientific

Flow-Apparatur (Bradford-on-Avon)
UV/Vis-/Photometer BioPhotometer plus Eppendorf AG (Hamburg)
UV/Vis-/Spektrophoto- | UV-1800 Shimadzu

meter (Kyoto, Japan)

Vakuumentgaser ThermoVac Microcal. Inc. (Northampton, USA)
Zentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf AG (Hamburg)

III
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1.3 Daten aus dem Projekt: Einfluss von Glycin, TMAO und Osmolytgemischen
auf die druckabhingige katalytische Aktivitit von a-Chymotrypsin

Berechnete kinetische Parameter (MICHAELIS-Konstante (Kv), maximale Geschwindigkeit
(vmax), Wechselzahl (k) und katalytische Effizienz (kca/Kwm)) der a-CT-Reaktion fiir alle Driicke und
Osmolytgemische (7= 20 °C).

p / Kwm/ Vmax / kcat/ kcat ](VM_1 /
bar 10° M 108sT M1 103s! st M!
1 0.287+0.055 | 1.82+0.14 | 2.28+0.18 7.94 4+ 1.66
500 0.223+0.075 | 2.38+0.22 | 2.98+0.28 13.39 + 4.68
Tris-Puffer 1000 | 0.244+£0.061 | 3.22+0.26 | 4.02+0.32 16.47+4.33
1500 | 0.212+0.064 | 4.53+041 5.66 +£0.51 26.69 + 8.41
2000 | 0.135+0.033 | 5.75+0.39 | 7.19+0.49 | 53.15+13.48
1 0.389+0.075 | 3.43+0.20 | 4.29+0.25 11.04+2.23
500 0.353+0.112 | 406+0.34 | 5.08+0.43 1440+ 4.75
Shallow shrimp-Gemisch | 1000 | 0.250+0.068 | 4.67 +0.31 5.84+0.39 23.36 £6.52
1500 | 0.258 £0.058 | 6.09 +£0.33 7.61 +£0.42 29.51+6.77
2000 | 0.229+0.056 | 7.78 £0.46 9.73 +£0.57 42.53 +£10.75
1 0.387+0.040 | 2.26+0.06 | 2.82+0.11 7.28 £0.78
500 0.248 £0.029 | 2.70+0.08 | 3.38£0.11 13.62 +1.69
Deep sea-Gemisch 1000 | 0.237+0.044 | 3.55+0.16 | 4.44+0.21 18.72 + 3.60
1500 | 0.271+0.085 | 5.09+040 | 6.36+0.40 23.49+ 7.60
2000 | 0.266+0.077 | 7.04+0.50 8.8+0.64 33.10+9.82
1 0.258+£0.079 | 3.27+0.26 | 4.09 +£0.32 15.85+2.51
Tris-Puffer 500 0.239+0.084 | 3.88+0.34 | 4.85+0.42 20.29 + 3.66
+ 1000 | 0.181 £0.074 | 5.18+£0.49 6.48 £0.61 35.79+7.49
1 M Glycin 1500 | 0.205+0.048 | 7.17+£040 | 896+0.50 | 43.75+1047
2000 | 0.199+0.050 | 9.30+0.56 | 11.62+0.70 | 58.46+16.17
1 0.392+0.105 | 2.28+0.33 2.85+0.42 726 +2.77
Tris-Puffer 500 0.287+0.071 | 2.78 £0.35 3.48 £0.44 12.124+6.33
+ 1000 | 0.245+0.048 | 3.71+£0.35 | 4.64+0.44 1891 +4.16
1 M TMAO 1500 | 0.274+0.066 | 5.05+0.60 | 6.31+0.76 23.02 +£ 6.62
2000 | 0.173+0.041 | 5.94+0.63 743+0.79 | 42.97+10.56
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Anhang
1.3 Daten aus dem Projekt: Einfluss von Glycin, TMAO und Osmolytgemischen auf die druckabhingige
katalytische Aktivitit von a-Chymotrypsin

Berechnete Aktivierungsvolumina, AV?, der a-CT-Reaktion fiir die jeweilige Substratkon-
zentration bei verschiedenen Osmolytgemischen.

CSubstrat/ A V;b /

mM mL mol’!
0.1 -17.76 £ 1.19
0.25 -19.12 +1.69
Tris-Puffer 0.75 -16.10 £ 1.28
2 -15.50 +£0.39
4 -15.31 £0.48
0.1 -15.53 £0.65
0.25 -13,63 £ 1.04
Shallow shrimp-Ge- 0.75 T11.80 = 0.48

misch

2 -11.94 £ 0.94
4 -10.11 £0.71
0.1 -17.35+£0.61
0.25 -17.43 £0.43
Deep sea-Gemisch 0.75 -14.28 £0.36
2 -14.15+0.88
4 -15.70 £ 1.00
0.1 -15.62 £ 0.46
Tris-Puffer 0.25 -15.51+1.47
+ 0.75 -14.60 £ 1.12
1 M Glycin 1.5 -13.31 £ 0.63
3 -14.16 £ 0.87
0.1 -16.01 £0.71
Tris-Puffer 0.25 -15.40 + 0.86
+ 0.75 -15.68 £0.71
1 M TMAO 2 -13.41 £ 0.86
4 -13.22+0.42




Anhang
i.4 Daten aus dem Projekt: Stabilitit des Chaperonin-Systems GroEL/GroES unter extremen
Umweltbedingungen

1.4 Daten aus dem Projekt: Stabilitdt des Chaperonin-Systems GroEL/GroES un-

ter extremen Umweltbedingungen

Spektroskopisch bestimmte Entfaltungstemperaturen und VAN'T HOFF-Enthalpiedanderun-
gen von GroEL, GroES und dem GroEL-GroES-Komplex (Molverhiltnis 1:2) in Ab- und Anwesenheit
verschiedener Salze und Cosolventien bei Umgebungsdruck. Fiir GroES konnten zwei strukturelle
Ubergiinge (mit 1, 2 gekennzeichnet) beobachtet werden.

Tu/ OC AHvH’u/ kJ mOl_l

GroEL (Puffer A) 69.1+£0.2 998 + 61
GroEL (Puffer A +3 mM ADP) 67.8+0.2 732 + 89
GroEL (Puffer B) 72.0+ 0.6 821 + 84
GroEL (Puffer B + 3 mM ATP) 70.9+0.5 788 +£79
GroEL (Puffer B +3 mM ATP + 10 mM Mg*") 70.6 0.4 835+37
GroEL (Puffer B + 10 mM Mg?") 71.8£0.6 916+ 77
GroEL (Puffer B + 1 M '*C-Harnstof¥) 65.1+0.3 917 £170
GroEL (Puffer B+ 1 M TMAO) 73.7+0.6 732 +91
GroES (Puffer B) 1)82.1+£0.3 1) 691 £92

2)87.1£0.6 2) 669 + 286
1)80.0+ 1.2 1) 829 + 141
2)83.5+1.0 | 2)1028+245
1)84.8+1.2 1) 822 + 133
2)87.8+0.6 2) 671 £ 132
GroEL-GroES (Puffer B) 71.4+0.5 1007 + 144
GroEL-GroES (Puffer B+ 3 mM ATP
+ 10 mM Mg>" + 1 M 13C- Harnstoff)
GroEL-GroES (Puffer B+ 3 mM ATP
+10 mM Mg?" + 1 M TMAO)

GroES (Puffer B + 1 M '*C- Harnstoff)

GroES (Puffer B + 1 M TMAO)

67.2+04 863 =70

759=+0.5 879+ 61

Spektroskopisch bestimmte Entfaltungsdriicke und Volumenénderungen der partiellen Ent-
faltung von GroES in Ab- und Anwesenheit verschiedener Cosolventien bei 25 °C.

pu/ bar AVy/ mL mol™!

GroES (Puffer B) 5395 +298 -52.9+11.8

GroES (Puffer B + 1 M TMAO) 5413 £321 548+78
GroES (Puffer B + 1 M '3C- Harnstoff) 3552 + 85 -112.28 £ 14.6

VI
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1.4 Daten aus dem Projekt: Stabilitit des Chaperonin-Systems GroEL/GroES unter extremen

Umweltbedingungen

kDa  SiBME 4 2 3 4 5 6 7 kpa Siema 1 2 3 4 5 6 7
Marker - - ~Marker

18.4—

104—

Abbildung i-1: SDS-Gel von GroEL (links) und GroES (rechts) vor (1) und nach der Aufreinigung mit
den entsprechenden Pools (2-7). Spalte ,,Sigma Marker 26611: Mehrere Molekularreferenzstandards
(14.4 -116 kDa).
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Abbildung i-2: Kurvenanpassungsergebnisse der temperaturabhingigen FTIR-Daten von GroEL und
GroES in reinem Puffer bei Umgebungsdruck: Amid-1"-Bandenbereich (schwarze Linie), die entspre-
chende Anpassung (rot, gestrichelte Linie), FSD-Spektrum (blau, quadratisch, gepunketete Linie) und
bearbeitete Spektren nach der zweite Ableitung (dunkelcyan, gepunktete Linie) von GroEL bei 25 °C
(2) und 86 °C (c) und von GroES bei 25 °C (b) und 96 °C (d) bei Umgebungsdruck: intermolekulare [3-
Faltblatter (grau und orange), Schleifen (blau), a-Helices (rot), ungeordnete Strukturen (griin), intramo-
lekulare B-Faltblatter (lila) und Seitenketten (schwarz).
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i.4 Daten aus dem Projekt: Stabilitit des Chaperonin-Systems GroEL/GtoES unter extremen
Umweltbedingungen
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Abbildung i-3: Kurvenanpassungsergebnisse der druckabhéngigen FTIR-Daten von GroEL und GroES
in reinem Puffer bei 25 °C: Amid-1"-Bandenbereich (schwarze Linie), die entsprechende Anpassung
(rot, gestrichelte Linie), FSD-Spektrum (blau, quadratisch, gepunketete Linie) und bearbeitete Spektren
nach der zweite Ableitung (dunkelcyan, gepunktete Linie) von GroEL bei 1 bar (a) und 10 kbar (c) und
von GroES bei 1 bar (b) und 10 kbar (d) bei Umgebungsdruck: intermolekulare B-Faltblatter (grau),
Schleifen (blau), a-Helices (rot), ungeordnete Strukturen (griin), intramolekulare B-Faltblatter (lila) und
Seitenketten (schwarz).
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Abbildung i-4: Druckabhingige FTIR-Absorptionsdaten des GroEL-GroES-Komplexes in reinem Puf-
fer (Puffer B +3 mM ATP und 10 mM MgCl,) bei 25 °C. a) Druckabhingige Anderungen der normier-
ten Amid-I1"-Bandenregion des GroEL-GroES-Komplexes und b) entsprechende Anderungen der Se-
kundirstrukturelemente unter Druck: intermolekulare B-Faltblitter (1683 cm™, grau), Schleifen
(1672 cm!, blau), a-Helices (1653 cm’!, rot), ungeordnete Strukturen (1640 ¢cm™, griin), intramolekulare
B-Faltblitter (1632 cm!, lila) und Seitenketten (1610 cm™, schwarz).
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1.5 Daten aus dem Projekt: Eine Hochdruck-FTIR-Spektroskopiestudie zur auBergewShnlichen
Druckstabilitit des Arginin-Bindungsproteins Thermotoga maritima und seiner gefalteten Fragmente

1.5 Daten aus dem Projekt: Eine Hochdruck-FTIR-Spektroskopiestudie zur au3er-
gewOhnlichen Druckstabilitit des Arginin-Bindungsproteins Thermotoga mari-

tima und seiner gefalteten Fragmente

Vergleich aller Sekundérstrukturelemente in Prozent aller gemessenen ArgBP-Varianten
bei 1 bar, 10 kbar und nach der Dekompression bei 25 °C.

ArgBP- Sekundérstrukturanteile in %
) Sekundarstrukturelemente v/cem!
Varianten 1 bar | ~10kbar | Dekompression

B B-Faltblitter oder Schleifen 1686 1 2 2

® (-Faltblatter oder Schleifen 1677 4 4 4

B-Faltblatter oder Schleifen 1670 7 5 5

ArgBP?-%%¢ | ¥ g-Helices 1654 35 29 31
intramolekulare B-Faltblitter 1638 30 39 35
@ ungeordnete Strukturen 1643 17 14 16

P Seitenketten 1615 6 7 7

B (-Faltblatter oder Schleifen 1686 1 1 1

® [(-Faltblitter oder Schleifen 1678 4 5 4

B-Faltblatter oder Schleifen 1669 7 7 5

ArgBP?-23 | ¥ g-Helices 1654 33 26 31
intramolekulare B-Faltblatter 1638 31 39 36
@ ungeordnete Strukturen 1643 17 14 16

» Seitenketten 1615 6 8 6

B B-Faltblitter oder Schleifen 1680 6 5 7

® (-Faltblatter oder Schleifen 1668 9 9 8

ArgBPP' | ¥ a-Helices 1654 29 25 31
intramolekulare B-Faltblatter 1638 30 34 27

@ ungeordnete Strukturen 1643 22 20 20

» Seitenketten 1615 4 7 5

B (-Faltblatter oder Schleifen 1684 4 5 4

® (-Faltblatter oder Schleifen 1676 2 2 2

B-Faltblatter oder Schleifen 1661 12 10 12

ArgBPP? | ¥ qg-Helices 1652 26 22 26
intramolekulare B-Faltblitter 1637 37 42 37

@ ungeordnete Strukturen 1643 15 13 15

P Seitenketten 1615 4 5 4

Anteil der Sekundéarstrukturelemente der ArgBP-Varianten anhand der PDB-Datenbank.

Protein PDB-Code a-Helices in % B-Faltblatter in %
ArgBp-246 4PSH 38 28
ArgBPp*-233 6GGV 28 23

ArgBPP! 6GPC 35 21

ArgBP™ 6GPM 29 26
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1.5 Daten aus dem Projekt: Eine Hochdruck-FTIR-Spektroskopiestudie zur aulergewShnlichen

Druckstabilitit des Arginin-Bindungsproteins Thermotoga maritima und seiner gefalteten Fragmente
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Abbildung i-5: Entsprechende FSD-Spektren (3, D, I, H) und 2™ derivative Spektren (A, C, E, () aller
ArgBP-Varianten bei 25 °C, siche Abbildung 6-2.
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1.5 Daten aus dem Projekt: Eine Hochdruck-FTIR-Spektroskopiestudie zur auBergewShnlichen

Druckstabilitit des Arginin-Bindungsproteins Thermotoga maritima und seiner gefalteten Fragmente

Entfaltungstemperaturen (Anzahl: 75) und Entfaltungsdriicke (Anzahl: 36) von Proteinen,
soweit in der Literatur (Ref.) angegeben, unter Verwendung verschiedener Arten von Messmethoden.
Hyper-/thermophile Proteine sind rot markiert, wiahrend mesophile Proteine in schwarz gekennzeichnet

sind.
Protein T./ °C | Ref | Protein Pwd / bar Ref
1. Tubulin (porcine brain) 53 (D) (318] | 1. Tubulin (porcine brain) 1300 (D) [318]
pH=6.8 62 pH = 6.8 (25 °C)
2. a-Chymotrypsin (bovine pancreas) | 41 (262] | 2. a-Chymotrypsin (bovine pancreas), | 4900 [262]
pH=7.0 pH=7.0 (21 °C)
3. Cytochrome C (horse) 60 (3191 | 3. Cytochrome C (horse) 9000 B19]
pH=7.0 pH=7.0 (20 °C)
4. G-Aktin (rabbit skeletal muscle) 56 (3201 | 4. G-Aktin (rabbit skeletal muscle) 2000 [320]
pH=7.8 pH=7.8 (20 °C)
5. Ubiquitin 82 (3211 | 5. Ubiquitin 5200 [321]
pD =7.0 pD =7.0 (20 °C)
6. Rs GFP (dequorea victoria) 78 [322] | 6. Rs GFP (dequorea victoria) 8600 (322]
pD=5.5 pD=5.5 (25 °C)
7. Chymotrypsinogen 42 [261] | 7. Chymotrypsinogen 3500 [261]
pH=2.0 pH=2.0 (20 °C)
8. Ribonuclease A (bovine pancreas) | 65 [323] | 8. Ribonuclease A (bovine pancreas), | 7500 [323]
pD =7.0 pD =7.0 (30 °C)
9. Lipoxygenase (soaked soybeans) 68 [324] | 9. Lipoxygenase (soaked soybeans) 6000 [(324]
pH=7.8 pH=7.8
10. B-Lactoglobulin A (bovine) 60 (3251 | 10. B-Lactoglobulin A (bovine) 1500 (D) [325]
pH=7.0 pH=7.0 (20° C)
11. Metmyoglobin (Sperm whale) 78 [326] | 11. Metmyoglobin (Sperm whale) 6000 [326]
pH=9.0 pH=9.0 (20° C)
12. Staphylococcal nuclease (Staphy- | 48 (3271 | 12. Staphylococcal nuclease (Staphylo- | 2100 [327]
lococcus aureus), pD =5.5 coccus aureus), pD =5.5 (25 °C)
13. Lysozyme 77 (1391 | 13. Lysozyme 6000 [139]
pD =74 pD =7.4 (25° Q)
14. Titin 127 65 (328] | 14. Titin 127 11000 [328]
pD=7.0 pD=7.0 (30°C)
15. Fluorescein binding Lipocalin 47 (3291 | 15. Fluorescein binding Lipocalin 1700 [329]
FluA FluA (25 °C)
16. Equine serum albumin 57 [330] | 16. Equine serum albumin 4000 [330]
pD =144 pD =44 (25 °C)
17. Arc repressor 68 (3311 | 17. Arc repressor 1000 (D) [332]
pH="7.5 pH=7.5
18. Ovalbumin 77 (3331 | 18. Lactatdehydrogenase 1500 (T) [334]
pH=7.0 (Bacillus stearothermophilus), pH="7.6 | (20 °C)
19. Bovine serum albumin 65 [333] | 19. Yeast Hexokinase 800 (D) [335]
pH=7.0 pH=75 (30 °C)
20. Maltodextrin Glucosidase 52 [336] | 20. Yeast Glyceraldehyde-3-phosphate | 990 (T) [337]
pH=74 dehydrogenase, pH = 7.5
21. Baker’s Yeast enolase 58 [338] | 21. Yeast enolase <2400 (D) [339]
pH=72 pH=7.1
22. Yeast 3-Phosphoglycerate kinase | 54 [340] | 22. Phosphofructokinase <2000 (D) [341]
pH=7.0 (Escherichia coli), pH = 8.2 (25 °C)
23. GroEL (Escherichia coli) 70 [188] | 23. GroEL (Escherichia coli) ~ 2000 (O) [197]
pH=7.6 pH=7.6 (20 °C)
24. GroES (Escherichia coli) 76 [188] | 24. GroES (Escherichia coli) 2500 (0) [197]
pH=7.6 pH ="7.6 (20 °C)
25. Papain (Latex of the papaya fruit) | 83 [342] | 25. Alkaline phosphatase 8200 [343]
pH=5.6 (Escherichia coli)
26. Immunoglobulin  (monoclonal | 71 [344] | 26. Pyruvatkinase <3500 (T) [345]
mouse anti-rat antibody of isotype 2b) | (Fc)-do- (Rabbit muscle) (25°0C)
pH=28.1 main pH=7.5
27. Carbonic anhydrase, isozyme I, | 59 [346] | 27. Lactose repressor protein ~ 1400 (T) [347]

human erythrocytes, pH = 6.1

(Escherichia coli),pH="1.5
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1.5 Daten aus dem Projekt: Eine Hochdruck-FTIR-Spektroskopiestudie zur aulergewShnlichen

Druckstabilitit des Arginin-Bindungsproteins Thermotoga maritima und seiner gefalteten Fragmente

28. Bovine pancreatic trypsin inhibitor | 100 [348] | 28. Bovine pancreatic trypsin inhibitor, | 5500 [349]
pH=7.0 pD =7.0 (25°C)
29. Adenylate kinase (Escherichia | 52 (3501 | 29. Insulin - [351]
coli),pH=17.0 pH=2.0
30. DNA Polymerase 97.6 [352] | 30. N-Ras -(25°0) [101]
(Thermus aquaticus), pH = 9.5 pD=74
31. a-Amylase (Bacillus sp.) 61 (3531 | 31. Cold shock protein A 1500 [354]
pH=59 (Escherichia coli)
32. Horse radish peroxidase 74 (3551 | 32. Hemoglobin 1700 (D) [356]
pH=7.0 (Glossoscolex paulistus), pH = 7.5 (20 °C)
33. F-Actin 63.1 [223] | 33, F-Actin 3500 (O) [223]
pD =78 pD =178 (20 °C)
34. Microtubuli (calf brain) 76.3 [223] | 34. HIV-1 protease 2600 [357]
pD=6.8 pH=8.0
35. Hsp90 (porcine brain) 62.8 [358] | 35. Urate oxidase 1750 (T) [359]
pH=7.0 (4spergillus flavus), pH = 8.0 (25 °C)
36. Lipase (Pseudomonas cepacia) 75.2 (3601 | 36. Leucine rich repeat domain of | 1300 [42]
pH=7.0 Anp32 tumor suppressor protein (20 °C)
37. Rubisco (Lucerne) 67.2 3611 | Protein T./ °C Ref
pH=75
38. Maltose binding protein 63 (3621 | 56. Small cold shock protein (Thermo- | 88 [363]
(Escherichia coli), pH =7.4 toga maritima), pH = 6.5
39. Oxy-Hemoglobin 60.2 (3641 | 57. DNA ligase 95.3 [365]
(Glossoscolex paulistus), pH = 7.0 (Thermus scoloductus), pH = 7.0
40. Trisephosphate isomerase (Sac- | 59.1 [366] | 58. Triosephosphate Isomerase 74 [367]
charomyces cerevisiae), pH = 8.5 (Thermoplasma acidophilum), pH = 7.5
41. Formate-Dehydrogenase 57 (2791 | 59. Triosephosphate Isomerase 102 [367]
(Candida boidinii), pH = 1.5 (Thermotoga maritima), pH = 7.5
42. Luciferase 42 [368] | 60. Cytochrome ¢ 88.1 [369]
(Firefly) (Hydrogenophilus thermoluteolus)
pH=7.8 pH=75
43. Leucoagglutinin 86 [370] | 61. Farnesyldi-phosphate/geranyl- 91 B71]
(Phaseolus vulgaris) geranyl diphosphate synthase
pH=3.0 (Thermococcus kodakaraensis),

pH=28.0
44. Dihydrofolate reductase 46 (3721 | 62. Pyrrolidone carboxyl peptidase (Py- | 115.5 [373]
(Escherichia coli), pH="7.0 rococcus furiosus), pH = 9.5
45. Leucine-isoleucine-valine binding | 67 (3741 | 63. Glutamate Dehydrogenase 113 371
protein, pH =7.0 (Pyrococcus furiosus), pH = 8.0
46. Rhodopsin 63.8 3761 | 64. Methylguanine-DNA-methyltrans- | 98.6 B77]
pH=6.9 ferase (Thermococcus kodakaraensis),

pH=28.0
47. Bacteriorhodopsin 67.5 [378] | 65. Methylguanine-DNA-methyltrans- | 43.8 3771
pH=74 ferase (Escherichia coli), pH = 8.0
48. o-Crystallin 61 (3791 | 66. Alcohol dehydrogenase 87 [380]
(bovine lens), pH=1.2 (Thermoanaerobacter brockii), pH =7.5
49. DNA ligase (Escherichia coli) 53.9 (3651 | 67. Alcohol dehydrogenase (yeast) 60 [380]
pH=7.0 pH=7.5
50. Tetracycline repressor 59 [381] | 68. Plastocyanin Ox: 83,1 [382]
pH=8.0 (Phormidium laminosum), pH = 5.5 Red: 76,4
51. 3-isopropylmalate dehydrogenase | 63 [383] | 70. L-arabinose isomerases 71 [384]
(Escherichia coli), pH ="1.0 (Bacillus halodurans), pH = 8.0
52. 3-isopropylmalate dehydrogenase | 83 [383] | 71. L-arabinose isomerases 91 [384]
(Thermus thermophilus), pH = 7.0 (Thermotoga maritima), pH =7.0
53. Aspartate aminotransferase (Sul- | 85 [385]1 | 72. Xylanase 81,4 [380]
folobus solfataricus), pH = 7.5 (Clostridium thermocellum), pH = 7.5
54. RNase H (Thermus thermophilus) | 82 3871 | 73. Ferredoxin (Thermus thermophiles), | 114 [388]
pH=5.5 pH=72
55. Phosphoglycerate kinase 91 (3891 | 74. Streptavidin 75.5 [390]
(Thermus thermophilus), pH =17.5 pH=74
55. a-Amylase 86 (3911 | 75. Avidin 83 [390]
(thermophilic org.) pH=74
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1.5 Daten aus dem Projekt: Eine Hochdruck-FTIR-Spektroskopiestudie zur auBergewthnlichen

Druckstabilitit des Arginin-Bindungsproteins Thermotoga maritima und seiner gefalteten Fragmente

Verwendete Entfaltungstemperaturen und -driicke von Proteinen, die fiir die Auftragung
des Einschubs in Abbildung 6-4 verwendet worden sind.

Tu/°C | pwd/bar | Protein

41 4900 a-Chymotrypsin (bovine pancreas), pH = 7.0
42 3500 Chymotrypsinogen, pH = 2.0

47 1700 Fluorescein binding Lipocalin FluA

48 2100 Staphylococcal nuclease (Staphylococcus aureus), pD = 5.5
53 1300 Tubulin (porcine brain), pH = 6.8

56 2000 G-Aktin (rabbit skeletal muscle), pH ="7.8
57 4000 Equine serum albumin, pD = 4.4

60 1500 B-Lactoglobulin A (bovine), pH=7.0

60 9000 Cytochrome C (horse), pH="7.0

63.1 3500 F-Aktin, pD = 7.8

65 7500 Ribonuclease A (bovine pancreas), pD = 7.0
65 11000 | Titin 127, pD="7.0

68 1000 Arc repressor, pH="7.5

68 6000 Lipoxygenase (soaked soybeans), pH = 7.8
76 2500 GroES (Escherichia coli), pH="7.6

77 6000 Lysozyme, pD = 7.4

78 6000 Metmyoglobin (Sperm whale), pH = 9.0

78 8600 Rs GFP (4equorea victoria), pD = 5.5

82 5200 Ubiquitin, pD =7.0

100 5500 Bovine pancreatic trypsin inhibitor, pH = 7.0
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1.6 Daten aus dem Projekt: Druckeinfluss auf die Enzymaktivitdt unter Perchlo-

ratstress: Auswirkungen auf die Bewohnbarkeit des Mars

Berechnete kinetische Parameter (MICHAELIS-Konstante (Kv), Wechselzahl (kca) und ka-
talytische Effizienz (kca/Km = kerr)) der a-CT-Reaktion fiir alle untersuchten Driicke und Salzlésungen

bei 7'=20 °C.
Messldsung p/ bar Kvm/ mM keat / 7! ket / st M
1 1.756 £0.207 0.0361 +0.0020 20.567 +2.663
500 1.038 £0.199 0.0409 £ 0.0030 39.372 + 8.084
Tris-Puffer 1000 0.855+0.134 0.0477 £ 0.0027 55.715+£9.290
1500 0.670 £0.070 0.0559 +£0.0019 83.427+9.170
2000 0.588 £ 0.068 0.0680 + 0.0025 115.573 +£ 14.102
1 0.769 £ 0.088 0.0323 £ 0.0013 42.018 £5.102
500 0.600 £0.074 0.0420 £ 0.0016 69.974 £ 9.026
+0.25 M MgSO4 1000 0.417 £0.058 0.0474 +0.0018 113.770 + 16.340
1500 0.295+0.018 0.0539+£0.0018 182.610+ 12.857
2000 0.296 £ 0.036 0.0704 £ 0.0021 237.876 + 30.133
1 0.438 £0.159 0.0330+0.0016 75.392 £ 13.062
500 0.330+£0.070 0.0437 £ 0.0023 132.299 + 28.828
+ 0.5 M MgS0, 1000 0.258 £ 0.049 0.0498 £ 0.0021 193.376 + 37.344
1500 0.221 £ 0.035 0.0612 +£0.0021 277.317 +£45.021
2000 0.187 £0.028 0.0752 £ 0.0022 401.408 + 60.324
1 0.872+£0.159 0.0267 £ 0.0018 30.551 £5.912
500 0.826 £ 0.143 0.0383 +£0.0024 46.332 + 8.520
+0.25 M Mg(ClOs)> 1000 0.675 +£0.073 0.0434 +0.0016 64.266 + 7.363
1500 0.593 £0.050 0.0530+0.0014 89.393 + 7.878
2000 0.520 £ 0.048 0.0651 +£0.0018 125.073 £ 11.951
1 1.287 £ 0.161 0.0288 +£0.0015 22.396 £ 3.030
500 0.899 £ 0.099 0.0358 £0.0014 39.811 +4.666
+ 0.5 M Mg(ClO4)> 1000 0.766 £ 0.078 0.0408 +0.0013 53.340 £ 5.715
1500 0.621 £0.052 0.0470 +0.0013 75.641 + 6.639
2000 0.564 £0.032 0.0556 £ 0.0010 98.450 + 5.899
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1.6 Daten aus dem Projekt: Druckeinfluss auf die Enzymaktivitit unter Perchloratstress: Auswirkungen auf
die Bewohnbarkeit des Mars

Berechnete Aktivierungsvolumina fiir die durch a-CT katalysierte Hydrolyse von SPpNA
bei verschiedenen Salzlésungen (7= 20 °C).

Messlosung AV / mL mol!
Tris-Puffer -7.8+04
+0.25 M MgSO4 -9.0+0.8
+0.5 M MgSO; 29.9<06
+0.25 M Mg(ClOs), 05+1.0
+0.5 M Mg(ClOa) 79+0.4

Berechnete Aktivierungsvolumina in Abhdngigkeit der Substratkonzentration fiir die durch
a-CT katalysierte Hydrolyse von SPpNA bei verschiedenen Salzlosungen (7 =20 °C).

csubstrat/ MM | AV / mL mol™!
0.25 -16.8+£2.5
0.5 -16.2+0.7
Tris-Puffer 1 -14.0+£0.9
2 -12.3+£0.7
4 -10.5+0.3
0.25 -16.6 £0.6
0.5 -14.8+£0.9
+0.25 M MgSO4 1 133106
2 -11.6 £0.6
4 -104+0.9
0.25 -146+1.2
+0.5 M MgSO, 0.5 13.2+0.6
1 -12.7+0.8
2 -11.3+0.5
4 -10.5+0.7
0.25 -156+1.8
0.5 -153+1.0
+0.25 M Mg(ClOs), 1 118503
1.5 -12.7+0.7
3 -11.5+1.1
0.25 -14.1+£1.6
0.5 -13.7+0.8
+0.5 M Mg(ClO4), 1 131+ 1.4
2 -10.5+0.7
4 9.7+0.7

Quantitative Schitzung der Sekundirstrukturanteile von o-CT mittels FTIR im Vergleich
zu Literaturdaten nach verschiedenen Methoden.

. . 0 . o Ungeordnete Schleifen
Protein Methode | a-Helices (%) | B-Faltblitter (%) Strukturen (%) %)
FTIR 9 42 15 22
X-Ray!®¥ 9 34 57* (*Verbleibender Anteil)
a-Chymotrypsin | X-Ray!?*] 8 50 15 27
FTIRP? 14 47 14 30
FTIR[Z> 11 49 18 21
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Cosolventien, makromolekulare Crowder und Druck

1.7 Daten aus dem Projekt: Erforschung der enzymatischen Aktivitit im Multipa-

rameterraum: Cosolventien, makromolekulare Crowder und Druck

Berechnete kinetische Parameter (MICHAELIS-Konstante (Km), Wechselzahl (kc.) und ka-
talytische Effizienz (kca/ KM = kerr)) der a-CT-Reaktion fiir alle untersuchten Driicke und Messlosungen
(T=25°C).

Pufferlosung p/ bar Km/ pM keat / 871 kett/ s mM™!
1 82+8 31+1 380 + 39
500 87 £ 11 39+2 456 + 62
Tris-Puffer 1000 95+ 13 47 +2 493+ 72
1500 103 £ 16 54+3 523 + 85
2000 112+ 19 61 +4 545+ 98
1 53+ 10 40 +2 759 + 146
500 69+ 18 51+4 743 £ 203
+1 MTMAO 1000 69+ 11 57+3 823 + 142
1500 69 = 10 61 =3 891 + 137
2000 72+£3 62+1 859+ 42
1 234+19 38+ 1 161 + 14
500 268+ 15 48+ 1 180+ 11
+2 M Harnstoff 1000 306 + 21 57+2 187 + 14
1500 325+ 30 62 +3 192 + 20
2000 342+ 19 68 + 2 199 + 12
1 91 +£17 33+£2 360 £ 72
500 113 = 40 43+6 382 + 145
+ 10 gew.-% Dextran 1000 115 +41 50+7 433 £166
1500 114 £57 57+7 500 + 184
2000 112 +25 64 =5 568 + 133
1 113+ 10 59+2 521 +47
500 135+ 16 73+3 540 = 67
+10 gew.-% PEG 1000 167 = 10 91 +2 541 + 35
1500 185+7 102 +2 550 + 24
2000 224+ 12 115+3 513 + 30
1 91 +4 41 +1 456 +£21
. 500 84 +8 48 +2 575+ 57
* liiem'{(l’v[]ieétran 1000 84+7 55+ 1 655 + 54
1500 85+7 61 +2 715 £ 63
2000 84+8 64 £ 2 762 76
1 227 £ 40 44 +3 192 37
1 10 gew-% Dextran 500 209 £ 29 50 +3 237 + 36
1000 242 +£40 57+4 237 £43
*+2 M Harnstoff 1500 B1<17 61+2 262421
2000 274 £ 14 70 £ 2 256 + 15
#10 gew.% Dextran (— 730 s S
*+2 M Harnstoff 1000 196 = 20 492 251429
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1.7 Daten aus dem Projekt: Erforschung der enzymatischen Aktivitit im Multiparameterraum:

Cosolventien, makromolekulare Crowder und Druck

+1M TMAO 1500 221 +28 52+3 234 +33
2000 225+27 51+3 226 + 30

1 125+ 17 71 +4 572+ 83

110 gew.-% PEG 500 141 £ 19 84+5 599 + 87
1000 169 +21 96 +5 568 + 75

+ 1 MTMAO 1500 202+ 19 104 +4 517 + 54
2000 246 + 21 113+4 458 + 43

1 331 +21 65+2 196 + 14

110 gew.-% PEG 500 368 +21 81+2 221+ 14
1000 400 + 29 90 £ 4 226+ 19

+2 M Harnstoff 1500 449 = 27 99+ 3 21=15
2000 517+36 106 + 4 205+ 16

1 181+ 16 62 +2 343 +32

+ 10 gew.-% PEG 500 182 = 6 68+ 1 375+ 13
+ 2 M Harnstoff 1000 253 +8 81+ 1 322+ 12
+1 M TMAO 1500 324+19 92+3 285+ 19
2000 453 +33 106 + 4 233+ 19

Berechnete Aktivierungsvolumina, AV#, fiir die durch a-CT katalysierte Hydrolyse von
SAAPPpNA bei verschiedenen Pufferlosungen (7 =25 °C).

Pufferlosung AV* / mL mol!
Tris-Puffer -8.2+0.6
+1M TMAO 51+1.2
+ 2 M Harnstoff 7.1+ 1.0
+ 10 gew.-% Dextran -8.0+0.9
+ 10 gew.-% PEG -8.3+0.7
+ 10 gew.-% Dextran + 2 M Harnstoff -57+04
+ 10 gew.-% Dextran + 1 M TMAO 3.8+1.1
+ 10 gew.-% Dextran + 1 M TMAO + 2 M Harnstoff -54+0.6
+ 10 gew.-% PEG + 2 M Harnstoff -5.8+0.8
+ 10 gew.-% PEG + 1 M TMAO -5.6+0.5
+ 10 gew.-% PEG + 1 M TMAO + 2 M Harnstoff -6.8+0.3
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1.7 Daten aus dem Projekt: Erforschung der enzymatischen Aktivitit im Multiparameterraum:

Cosolventien, makromolekulare Crowder und Druck
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Abbildung i-6: Normierte FTIR-Spektren von o-CT (50 mg mL™) fiir verschiedene Losungsbedingungen
(reiner Puffer: 100 mM Tris +10 mM CaCly) bei Umgebungsdruck und bei 25 °C, sowie die entspre-
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Abbildung i-7: Druckabhangigkeit der kinetischen Groflen (MICHAELIS-K onstante, Wechselzahl, kata-
lytische Effizienz) der a-CT-katalysierten Hydrolyse von SAAPPpNA in verschiedenen Losungen.
Standardabweichungen sind in Tabelle i-15 angegeben.
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1.8 Daten aus dem Projekt: Optimierung der Formiatdehydrogenase-Aktivitét

durch Cosolute, Temperatur und Druck
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1.8 Daten aus dem Projekt: Optimierung der Formiatdehydrogenase-Aktivitit durch Cosolute, Temperatur
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Abbildung i-10: Aktivierungsvolumen, AV7, in Abhingigkeit der Substratkonzentration, [Formiat], fiir
verschiedene Losungsbedingungen.
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ADP Adenosindiphosphat
Ala Alanin

ArgBP Arginine binding protein
AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

CD-Spektroskopie

DAC Diamantstempelzelle

D,O Deuteriumoxid

DSC Differential scanning calorimetry
DS-Mix deep sea-Gemisch

DTT Dithiotheirol

E Enzym

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

ES Enzym-Substrat-Komplex

ES? Ubergangszustand des ES

FSD FOURIER-self deconvolution

FTIR FOURIER-Transform-Infrarotspektroskopie
AH®y VAN'T HOFF-Enthalpie

HHP hoher hydrostatischer Druck

HPSF Hochdruck-Stopped-Flow

IR Infrarotspektroskopie

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
kat Wechselzahl

KCl Kaliumchlorid

ketr katalytische Effizienz

Kwm MICHAELIS-Konstante

LB-Medium (lysogeny broth)-Nahrmedium
LiP-MS limited proteolysis and mass spectroscopy
Mg(ClO4)2 Magnesiumperchlorat

MgSOg4 Magnesiumsulfat

NaCl Natriumchlorid

MIR Mittlerer Infrarot
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Circular-Dichroism-Spektroskopie



MD-Simulation
NMR-Spektroskopie
PC-SAFT

PDB

PEG

Phe

pNP

pNPA

Pro

DPu
QM/MM-Simulation
SAAPPpNA
SASA

SAXS

SBP
SDS-PAGE
SPpNA

SS-Mix

TMAO

Tris

Trp

Tyr

Ty
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Molekulardynamik-Simulation
Kernspinresonanz-Spektroskopie

Perturbed-chain statistical associating fluid theory
Protein Data Bank

Polyethylenglycol

Phenylalanin

p-Nitrophenol

p-Nitrophenylacetat

Prolin

Entfaltungsdruck
Quantenmechanik/Molekularmechanik-Simulation
N-Succinyl-L-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid
solvent accessible surface area
Kleinwinkelrontgenstreuung

Substrate binding protein
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
N-Succinyl-L-Phenylalanin-p-Nitroanilid

shrimp shallow-Gemisch

Trimethylamin-N-oxid
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tryptophan

Tyrosin

Entfaltungstemperatur
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